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RESUMO 
 
O consumo global de preparados sólidos para refresco (PSRs) alcançou mais de 
700.000 toneladas em 2015, justificado por preços baixos, praticidade, portabilidade 
e alto rendimento. Em geral, PSRs contêm açúcar, acidulantes, aromatizantes, e 
podem ser adicionados de minerais (como o ferro e o zinco) e vitaminas [como o ácido 
ascórbico (AA)], entre outros nutrientes. Este estudo objetivou validar e aplicar um 
método de determinação de ferro e zinco, por espectrometria de absorção atômica 
com chama, em PSRs de uva e maracujá em diferentes lotes e marcas comerciais 
fortificadas, bem como avaliar a bioacessibilidade desses nutrientes para amostras 
diluídas em água e em leite através de ensaios de solubilidade e diálise. Também foi 
averiguado o possível efeito promotor do AA na absorção dos minerais, e proposto o 
uso da técnica verde e rápida de espectroscopia no infravermelho próximo (NIR), 
associada à quimiometria, em alternativa aos métodos tradicionais de determinação 
de AA ao seu controle em PSRs. O método de determinação dos minerais foi 
satisfatoriamente validado e as amostras apresentaram teores totais de ferro ou zinco 
diferentes entre os lotes de mesma marca. Foram observadas porcentagens de 
solubilidade de ferro em água de 56,5% a 100%, aproximadamente 50% menores na 
diluição em leite; dialisabilidade de ferro em água de 19,7% a 41,5%, em média 40% 
menor para a diluição em leite; solubilidade de zinco foi em média 95,8%, 
aproximadamente 50% menor em leite, enquanto que a dialisabilidade de zinco em 
água foi de aproximadamente 52%, cujo sabor de maracujá apresentou menor 
dialisabilidade em leite. Quanto ao teor de AA nessas amostras, de 0,58 a 2,87 mg.g-
1, a porcentagem de zinco dialisável foi maior às amostras contendo maior 
concentração de AA, enquanto que as maiores porcentagens de ferro solúvel e 
dialisável relacionaram-se a menor teor de AA. Os teores de AA também variaram 
entre lotes e marcas, até 75% das amostras superiores ao rotulado. Assim, foi avaliado 
o desempenho da técnica NIR como alternativa ao controle de AA no produto de forma 
rápida e objetiva. Para tanto, modelos de calibração multivariada foram construídos e 
validados para ambos os sabores de PSRs, após a aplicação de pré-tratamentos que 
resultaram em modelos de previsão de AA em PSRs com baixos erros de calibração, 
validação cruzada e predição para amostras no sabor de uva (RMSEC=0,49 mg.g-1, 
RMSECV=0,67 mg.g-1  e RMSEP=0,50 mg.g-1) e sabor de maracujá (RMSEC=0,24 
mg.g-1, RMSECV=0,56 mg.g-1 e RMSEP=0,57 mg.g-1), cujas concentrações previstas 
de AA foram superiores aos limites de detecção e quantificação, além de boa 
predictabilidade a uma validação externa, com elevados valores de R² (>0,70) a todos 
os modelos. Assim, é recomendável o consumo destes PSRs diluídos em água para 
melhor bioacessibilidade de ferro ou zinco. O AA promoveu a absorção do zinco e 
esteve heterogêneo entre lotes e marcas, e seu controle dentro ou fora das linhas de 
produção de PSRs demonstrou-se satisfatório através do NIR em substituição a 
métodos tradicionais de determinação de AA, pois é um método verde, objetivo e que 
requerer simples preparo da amostra através de moagem.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ABSTRACT 
 
Global consumption of powdered soft drinks (PSDs) reached more than 700,000 tons 
in 2015, justified by low prices, feasibility, portability and high yield. In general, PSDs 
contain sugar, acidulants, flavorings and can be added of minerals (such as iron and 
zinc), and vitamins [such as ascorbic acid (AA)], among other nutrients. This study 
aimed to validate and apply a method of determination of iron and zinc, by flame atomic 
absorption spectrometry, in grape and passion fruit PSDs in different batches and 
fortified commercial brands, as well as to evaluate the bioaccessibility of these 
nutrients in samples diluted in water and in milk through solubility and dialysis essays. 
It was also investigated the potent promoter effect of AA in the absorption of these 
minerals and proposed the use of the fast and green near-infrared spectroscopy (NIR) 
technique, associated with chemometrics, as an alternative to traditional AA 
determination methods for its control in PSDs. The mineral determination method was 
satisfactorily validated, and the samples presented different total iron or zinc contents 
among the batches of the same brand. It was achieved iron solubility in water from 
56.5% to 100%, approximately 50% lower when diluted in milk; iron dialyzability in 
water from 19.7% to 41.5%, in average, 40% lower in the milk-dilution; zinc solubility 
was around 95.8%, decreasing by approximately 50% in milk; whie the dialyzability of 
zinc in water was approximately 52%, which passion fruit flavor presented lower 
dialysability when diluted in milk. Regarding the AA content in these samples, from 
0.58 to 2.87 mg.g-1, the percentage of dialyzable zinc was higher for the samples 
containing higher AA, while the higher percentages of soluble and dialyzable iron were 
related to lower AA content. Most of the evaluated PSDs were considered sources of 
iron, zinc and AA. AA contents also varied among batches and brands, until 75% of 
the samples higher than the labeled value. Thus, it was evaluated the performance of 
the NIR technique as an alternative for the control of AA in the product in a fast and 
objective manner. Hence, multivariate calibration models were built and validated for 
both PSD flavors, after applying pre-treatments that resulted in AA prediction models 
in PSDs with low calibration errors, cross validation and prediction for grape flavor 
samples (RMSEC=0.49 mg.g-1, RMSECV=0.67 mg .g-1 and RMSEP=0.50 mg.g-1) and 
passion fruit flavor (RMSEC=0.24 mg.g-1, RMSECV=0.56 mg.g-1 and RMSEP=0.57 
mg.g-1), which predicted concentrations of AA were higher than the limits of detection 
and quantification in both models, moreover a satisfying predictability to an external 
validation, with high R² values (>0.70) for all models. Thus, it is recommended the 
consumption of these PSDs after dilution in water for better bioaccessibility of iron or 
zinc. Ascorbic acid promoted the absorption of zinc and it was heterogeneous within 
batches and brands. AA control in or off its production lines was demonstrated 
satisfactory by NIR instead of traditional AA determination methods, because it is a 
gree, objective method that requires simple sample preparation through grinding. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 
 
A preferência pelo consumo de produtos alimentícios a baixo preço e de fácil 
preparo é crescente no Brasil e em outros países em desenvolvimento, principalmente 
pela população de menor poder aquisitivo. Nesse contexto, o consumo per capita de 
preparado sólido para refresco (PSR), também conhecido como refresco em pó, 
cresceu aproximadamente 3% de 2013 a 2014, com consumo de 24,6 litros por 
habitante no ano de 2014. Em 2015, o consumo global de PSR foi de 710.292,2 
toneladas, justificado por preços baixos, praticidade, portabilidade e alto rendimento. 
Geralmente, cada envelope de 25 gramas de PSR rende 1 litro de bebida. Inclusive, 
este tipo de bebida está em cestas básicas como alternativa econômica ao consumo 
de refrigerantes e bebidas prontas, segundo a Associação Brasileira das Indústrias de 
Refrigerantes e de Bebidas não Alcoólicas (ABIR 2015a; ABIR 2015b). 
Muitos fabricantes de PSRs têm ofertado produtos fortificados com minerais no 
mercado, com destaque para ferro e zinco. Esses elementos são considerados 
essenciais e apresentam diversas funções no organismo. O ferro participa da síntese 
de material genético, geração de moléculas de energia, transporte de oxigênio às 
células e cicatrização de tecidos humanos. Sua deficiência está relacionada ao mais 
importante problema de carência de nutrientes no mundo. Em 2011, afetou 801 
milhões de crianças e mulheres, causando anemia por deficiência de ferro. Esta 
deficiência representa 50% das causas de anemia, segundo a Organização Mundial 
da Saúde (OMS), o que leva fabricantes de alimentos a fortificarem seus produtos 
com ferro (WHO, 2015). Em 2008, constatou-se que 40% das crianças brasileiras 
eram anêmicas, o que incentivou Gonçalves, Leindecker e Biedrzycki (2008) a 
fortificarem PSRs com ferro; o produto fortificado gerou boa aceitação da população 
e suprimento de 60% das necessidades diárias de consumo de ferro por crianças em 
idade pré-escolar.  
Já o zinco auxilia mais de 300 enzimas, tanto na replicação e fagocitose 
celulares, como no metabolismo de nutrientes, e na defesa imunológica, sendo 
normalmente adicionado a produtos, como cereais e fórmulas infantis (YUYAMA et 
al., 2012). No Brasil, o informe técnico nº 64, de 02 de dezembro de 2014 (BRASIL, 
2014b) estabelece os sais de zinco para a fortificação de alimentos, embora não exista 
nenhum programa nacional de fortificação com o mineral. No México, é obrigatória a 
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fortificação de farinhas de trigo e milho com zinco. Também se relata que a fortificação 
com zinco leva ao aumento da absorção de ferro no organismo (HESS & BROWN, 
2009) e que a suplementação com o zinco aumenta o apetite e ganho de peso em 
crianças (KHADEMIAN et al., 2014). Dentre os PSRs fortificados com algum mineral 
no mercado, suas tabelas nutricionais apresentam os seguintes componentes: 
carboidratos, ferro, zinco e/ou cálcio, sódio e vitaminas, como a A, C e/ou D. 
A determinação dos minerais ferro e zinco em alimentos pode ser realizada por 
colorimetria, espectrometria de emissão atômica com plasma acoplado indutivamente 
(ICP-OES - Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry), 
espectrometria de absorção atômica com chama (FAAS – Flame Atomic Absorption 
Spectrometry), entre outras. Esta última é considerada seletiva, aliada a menor custo 
e maior simplicidade, sendo utilizada para a determinação de vários minerais em 
diferentes matrizes alimentares, como farinha de mandioca, biscoitos, casca de 
laranja, vinhos, leite, e carne, entre muitos outros (MARTÍNEZ et al., 2015). Porém, 
vale destacar que, quando a técnica é aplicada a diferentes matrizes alimentícias, 
fazem-se necessárias modificações e adaptações na etapa de preparo de amostra 
(mineralização a seco ou úmida, por diferentes formas), assim como a validação do 
método. 
Além da importância de quantificar o ferro e zinco totais em alimentos, incluindo 
PSRs fortificados, é essencial verificar sua bioacessibilidade. A bioacessibilidade pode 
ser definida como a capacidade de um mineral específico estar disponível para 
absorção intestinal, através da verificação do teor solúvel e dialisável 
(FAIRWEATHER-TAIT, 1993; TOGNON, 2012) após simulação da digestão 
gastrointestinal. A diálise simula o processo de absorção de nutrientes considerando 
o diâmetro dos poros de uma membrana similar à absortividade da parede intestinal, 
enquanto que a solubilidade verifica a fração solúvel do nutriente que estaria 
disponível no lúmen intestinal para absorção (MILLER et al., 1981; SAHUQUILLO, 
BARBERÁ & FARRÉ, 2003).   
Além dos minerais, muitos fabricantes têm fortificado os PSRs com ácido 
ascórbico. O ácido ascórbico, ou vitamina C, é hidrossolúvel, e tem como principais 
funções no organismo aumentar a resistência metabólica a infecções, atuar como 
antioxidante, participar na produção do colágeno para manter a integridade celular e 
no processo de cicatrização celular, além de indicar a qualidade para consumo dos 
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seus produtos derivados, uma vez que é mais sensível à degradação durante seu 
processamento e estocagem (SIZER & WHITNEY, 2003). Alguns estudos em 
alimentos já relataram que o ácido ascórbico promoveu a absorção de ferro em 
batatas, infusão de erva mate e leite fortificado com diferentes espécies de ferro, entre 
outros, mas que isto depende do composto de ferro com que um alimento seja 
fortificado (BINAGHI, PELLEGRINO & VALENCIA, 2011; MORETTI et al., 2014). A 
sua determinação normalmente ocorre por meio de métodos titulométricos clássicos, 
que se baseiam no poder redutor do ácido ascórbico e apresentam baixo custo em 
equipamentos e reagentes, como o método de Tillmans descrito pela AOAC 
(Association of Official Analytical Chemists), em 1984 e adaptado por Benassi e 
Antunes (1988). Porém, esses métodos demandam uso de reagentes e tempo para 
obtenção de resultados, além de não serem objetivos e, pois, dependerem da 
observação do analista. A cromatografia líquida é uma técnica sensível, mas onerosa 
por requerer tempo longo para a obtenção de resultados, reagentes específicos para 
o preparo da amostra e fase móvel de separação de compostos, além de manutenção 
periódica da coluna de separação (SKOOG et al., 2009).  
Em publicações recentes, a técnica de espectroscopia no infravermelho, 
associada à quimiometria, tem sido apresentada como uma opção aos métodos 
tradicionais de análise de ácido ascórbico em alimentos, como em manga, laranjas, 
néctar de frutas light, bebidas industrializadas a base de soja e a base de soja light, 
néctares de goiaba e caju, e polpas congeladas de goiaba e maracujá (BETEMPS, 
FACHINELLO & GALARÇA, 2011; FLORES, 2015; SANTOS, 2015; CARAMÊS et al., 
2017; ALAMAR et al., 2016).  
A radiação eletromagnética na região do infravermelho pode ser dividida em 
infravermelho próximo, médio e distante, cujos números e comprimentos de onda 
variam de 13000-4000 cm-1 e 760-2500 nm, 4000-400 cm-1 e 2500-25000 nm, e 400-
100 cm-1 e 2,5x106-1,0x107 nm, respectivamente (STUART, 2004). A espectroscopia 
no infravermelho próximo (NIR – Near-Infrared Spectroscopy) fornece dados 
espectroscópicos referentes a combinações e sobreposições de bandas e sobretons. 
Devido a sua maior energia, estes dados são interpretados e utilizados para fins 
analíticos por meio do uso de ferramentas quimiométricas. Estas ferramentas 
possibilitam a identificação de padrões de comportamento nas amostras, podendo ser 
empregadas para classificações, como através da análise de componentes principais 
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(PCA - Principal Component Analysis) e para avaliações quantitativas, em que 
modelos de calibração multivariada correlacionam dados químicos, como dados de 
reflectância, transflectância, entre outros, obtidos de uma amostra analisada no NIR, 
com valores relativos à propriedade de interesse (o teor de ácido ascórbico em PSRs, 
por exemplo). Dentre as possibilidades para calibração multivariada, o modelo de 
regressão por quadrados mínimos parciais (PLS - Partial Least Squares) tem sido um 
dos mais utilizados.  Com isso, modelos de previsão de ácido ascórbico com emprego 
de NIR podem ser uma alternativa para a previsão de ácido ascórbico em amostras 
de PSRs desconhecidas e utilizados no controle de qualidade de uma indústria, por 
exemplo (BRAGA & POPPI, 2004; SILVERSTEIN; WEBSTER & KIEMLE, 2013).  
Baseado nisto, este trabalho objetiva avaliar o potencial nutricional de PSRs 
com base na bioacessibilidade de ferro e zinco quando diluídos em água ou leite, nos 
sabores de maracujá e uva, avaliar o efeito do ácido ascórbico como possível promotor 
da absorção desses minerais e desenvolver e aplicar um método de previsão do teor 
de ácido ascórbico nestes mesmos sabores de PSRs por espectroscopia no 
infravermelho próximo e quimiometria.  
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA: PREPARADOS SÓLIDOS PARA REFRESCO, 
MINERAIS FERRO E ZINCO, BIOACESSIBILIDADE E ANÁLISES FÍSICO-
QUÍMICAS  
 
2.1 Preparados sólidos para refresco 
 
Segundo o artigo 31 do Decreto n.6.871, de 4 de junho de 2009 (BRASIL, 
2009): “Preparado sólido para refresco é o produto à base de suco ou extrato vegetal 
de sua origem e açúcares, destinado à elaboração de bebida para o consumo, após 
sua diluição em água potável, podendo ser adicionado de edulcorante hipocalórico e 
não calórico.”  
A concentração de polpa ou suco de uma única fruta, de duas frutas ou do 
somatório de uma fruta e um extrato vegetal para adição a preparados sólidos para 
refresco (PSR) é especificada no parágrafo 1 do artigo 15 da Instrução Normativa 
n.17, de 19 de junho de 2013 (BRASIL, 2013), do Ministério da Agricultura, Pecuária 
e Abastecimento (MAPA). 
Complementar a isso, o artigo 18 da Instrução Normativa n.17, de 19 de junho 
de 2013, em correspondência com a Agência Nacional de Vigilância Sanitária 
(Anvisa), estabelece como ingredientes opcionais (BRASIL, 2013):  “I- açúcares, 
maltodextrina, maltodextrina modificada, amido e outros açúcares aprovados por 
legislação específica da Anvisa, em que o amido ou amido modificado, que quando 
utilizado não deve ultrapassar 5% (m/m) (cinco por cento massa por massa) da 
composição do produto; II - vitaminas, sais minerais, fibras e outros nutrientes, desde 
que em conformidade com o estabelecido em legislação específica da Anvisa, em que 
o cloreto de sódio, em quantidade inferior a considerada não significativa para sódio; 
e III - ingrediente alternativo.” 
  Conhecidos popularmente como refrescos em pó, PSRs apresentam aspecto 
fino ou granulado, cheiro e sabor próprios e a sua cor depende dos seus componentes. 
Eles apresentam baixo custo, aproximadamente de R$ 0,58 a R$ 1,25 por pacote 
contendo de 10 a 45 g (BRASIL 2009; 2013).  
Embalados em sachês ou pacotes, os refrescos em pó são amplamente 
consumidos desde a merenda escolar até restaurantes de universidades e indústrias. 
Os PSRs substituem sucos naturais devido a sua facilidade de preparo, alto 
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rendimento (média de 1 litro a cada sachê de 25 g) e preço inferior a bebidas prontas 
para consumo, polpas, sucos frescos e frutas frescas (INMETRO, 1999).  
A produção e a comercialização de PSRs iniciaram-se em 1960, quando ainda 
não eram adoçados, sendo comercializados em sachês contendo 6 g do mesmo. A 
fim de facilitar seu preparo, iniciou-se a adição de açúcar na própria linha de produção 
ao final dos anos de 1970, e em 1980 sua massa foi reduzida devido à adição conjunta 
de açúcar e adoçante. Apenas na década de 1990, quando foram desfavorecidos por 
refrigerantes, começou-se a adição de polpa e ou suco de fruta, impressa nas 
embalagens e divulgada na mídia (FUJII, 1999 & CALEGUER, 2005 apud SOUZA, 
2007).  
A linha de produção para obtenção de PSR consiste em um misturador que 
recebe massas de cada matéria-prima constituinte do refresco (açúcar, polpa e/ou 
suco de fruta desidratada, ácido ascórbico, acidulante, aromatizante, regulador de 
acidez, antiumectante, corante inorgânico e/ou artificial, edulcorante e estabilizante) 
automaticamente. Do misturador, a mistura em pó resultante segue a uma máquina 
de envase, que distribui quantidades pré-estabelecidas do produto em embalages 
primárias, soldadas e distribuídas comercialmente (FABRI et al., 2004 apud SOUZA, 
2007).  
Seu consumo per capita cresceu aproximadamente 3% de 2013 a 2014, com 
consumo de 24,6 litros por habitante no ano de 2014. Embora em 2015 o consumo do 
PSR tenha sido de 710.292,2 toneladas, justificado por preços baixos, praticidade, 
portabilidade e alto rendimento de cada envelope, sofreu um decréscimo de 3,6% em 
relação aos anos de 2010 a 2014. Isto pode ser explicado pelo maior consumo de 
bebidas alternativas, como os refrescos prontos para consumo (RTD - ready to drink) 
ou chás prontos para beber, os quais apresentaram crescimento de produção de 2010 
a 2015 segundo a Associação Brasileira das Indústrias de Refrigerantes e de Bebidas 
não Alcoólicas (ABIR, 2015c; ABIR, 2015d). Por outro lado, os PSRs estão em cestas 
básicas como alternativa econômica ao consumo de refrigerantes e sucos prontos 
(SILVA et al., 2005), o que indica que a população de menor poder aquisitivo seja a 
maior consumidora dos PSRs. 
Devido à discreta diminuição no consumo de PSRs, produtores têm investido 
na variedade de sabores, como o de guaraná, graviola e de misturas de frutas com 
vegetais, além de versões light. No Reino Unido, refrescos incluem-se na classe de 
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diluíveis, que correspondem a 23% do seu mercado de bebidas, porém a sua 
produção e consumo per capita apresentaram decréscimo de 2013 a 2014 (BSDA, 
2015). Para realização deste trabalho, foram selcionados os PSRs nos sabores de 
uva e maracujá. 
O maracujá pertence à categoria de frutas tropicais de pequena escala mundial, 
cujo maior produtor é o Brasil, com 56,3% da produção, tendo sido de 838 mil 
toneladas em 2013. A Bahia é o estado líder em produção, seguido do Ceará, o que 
ressalta a região Nordeste como maior produtora deste fruto, segundo dados do IBGE 
de 2013 (IBGE, 2013). Ele pode ser classificado em maracujá-amarelo (Passiflora 
edulis f. flavicarpa), maracujá-roxo (Passiflora edulis) e maracujá-doce (Passiflora 
alata). O maracujá-amarelo é a espécie de maior cultivo mundial, correspondente a 
95% da produção do Brasil e é típico de regiões tropicais e subtropicais, possui baixa 
acidez e é utilizado principalmente no preparo de sucos (DREW, 1997; FAO, 2014). 
Cada 100 gramas de parte comestível do maracujá apresentam 97 kcal e a seguinte 
composição nutricional: 2,20 g de proteínas; 0,70 g de lipídios totais; 23,38 g de 
carboidratos; 10,40 g de fibra alimentar total; 23,38 g de açúcar total; 1,60 mg de Fe; 
0,10 mg de Zn, e 30,0 mg de ácido ascórbico (IBGE, 2011). Em relação ao suco 
concentrado de maracujá, a tabela brasileira de composição de alimentos (TACO) 
estabelece que cada 100 g deste contenham: 0,3 mg de Fe, 0,1 mg de Zn e 13,7 mg 
de ácido ascórbico (NEPA-UNICAMP, 2011a). 
A uva (Vitis vinífera L.) foi trazida ao Brasil pelos imigrantes europeus para 
cultivo nas temperaturas baixas da região Sul e, posteriormente, ocorreu a sua 
inserção no semiárido nordestino, quando se iniciou o cultivo de uva tropical de alta 
qualidade e doçura. Os polos de Petrolina (PE) e Juazeiro (BA), localizados no Vale 
do São Francisco, respondem por 95% das exportações de uvas finas de mesa. 
Atualmente, são explorados 81 hectares para a viticultura brasileira (MAPA, 2016). 
Em 2015, a Organização para Cooperação e Desenvolvimento 
Econômico/Organização das Nações Unidas para a Alimentação e a Agricultura 
(OECD/FAO - Organization for Economic Co-operation and Development/Food and 
Agriculture Organization of the United Nations) estimou que as colheitas de uvas 
produzam 1,65 megatoneladas para os anos de 2023 e 2024. Cada 100 gramas de 
parte comestível da uva apresentam 69 kcal, sendo 0,72 g de proteínas; 0,16 g de 
lipídios totais; 18,10 g de carboidratos; 0,90 g de fibra alimentar total; 15,48 g de 
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açúcar total; 0,36 mg de Fe; 0,07 mg de Zn e 10,80 mg de ácido ascórbico (IBGE, 
2011). Em se tratando do suco concentrado de uva, a TACO estabelece que cada 100 
g de suco contenham: 0,1 mg de Fe; 0,1 mg de Zn e 21,0 mg de ácido ascórbico 
(NEPA-UNICAMP, 2011a). 
Considerando-se que a quantidade de polpa de frutas nos PSRs é muito baixa, 
poucos componentes nutricionais e/ou bioativos das frutas estão presentes. Assim, 
muitos destes produtos atualmente disponíveis no mercado são fortificados com 
alguns minerais, principalmente ferro e zinco, além de ácido ascórbico.  
Estudos publicados recentemente que abordam PSRs analizaram parâmetros 
físico-químicos como o seu teor de corante por espectroscopia no infravermelho 
médio (MIR - Mid-Infrared), com a espectrometria de absorção molecular como 
método de referência; a cinética da degradação dos ácidos ascórbico e cítrico no 
sabor laranja; efeitos da adição de polpa, goma arábica e carboximetilcelulose na 
aceitação sensorial de refrescos no sabor de laranja; aceitação sensorial no sabor de 
maracujá; determinação de ácido ascórbico por método titulométrico nos sabores de 
laranja e de limão; ensaios de conformidade entre diferentes marcas, como a 
rotulagem e características físico-químicas, microbiológicas e sensoriais; fortificação 
de refresco de uva em pó com ferro; teor de aditivos no sabor abacaxi, comportamento 
higroscópico e avaliações mineral, física e físico-química nos sabores de manga, 
laranja, maracujá e abacaxi, resposta do consumidor à embalagem destes produtos, 
entre outros (SILVA et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2006; CAMPOS, 2014; MORAES et 
al., 2014; SANTOS et al., 2013; CALEGUER & BENASSI, 2007; CRUZ, LOBATO & 
SANTOS, 2013; SILVA, CATÃO, & OLIVEIRA, 2013; GRANATO, PIEKARSKI E 
MASSON, 2012; INMETRO, 1999; GONÇALVES, LEINDECKER & BIEDRZYCKI, 
2008; MORSCHBACHER & SOUZA, 2011; SOUZA, 2007; CALEGUER, MINIM & 
BENASSI, 2007).  
Realizando-se uma pesquisa de mercado através da avaliação visual dos 
rótulos de produtos comerciais, é possível constatar que a maioria das marcas de 
PSRs fornece uma tabela nutricional com as seguintes informações sobre a 
composição a cada porção de 6,0 g de PSR: 5,7 g de carboidratos; 2,1 mg de ferro; 
32 mg de sódio e 6,8 mg de ácido ascórbico, além de outros ingredientes não 
declarados na tabela nutricional. Algumas embalagens descrevem a substituição do 
ferro por 1,1 mg de zinco ou não relatam a adição de mineral, e também podem incluir 
27 
 
 
 
ácido ascórbico, além de outras vitaminas.  
 
2.2 Ferro e Zinco: importância no organismo e fortificação em alimentos 
 
A ingestão de minerais é essencial na dieta uma vez que eles exercem 
influência sobre a utilização de outros componentes do alimento pelo organismo, 
como ao auxiliarem a catalizar reações bioquímicas, entre outras funções. A sua 
maioria é classificada como macrominerais, cujo consumo diário recomendado é de 
mais de 100 mg e incluem o Ca, Mg, P, Na, K, S e Cl, enquanto que o restante é de 
elementos traço ou micronutrientes, que representam menos de 0,01% da massa total 
diária de nutrientes ingeridos, como o Fe, Zn, Cu, Mn, Co, Ni, Mo, Cr, F e Se. Pessoas 
que ingerem dietas de baixa caloria ou utilizam medicamentos, como diuréticos, que 
vivem em áreas de solo pobre em minerais, além de idosos, grávidas e vegetarianos 
podem sofrer com a deficiência nos mesmos (FAO/WHO, 2004).  
O ferro é o quarto elemento mais abundante na crosta terrestre, participa da 
síntese de material genético, geração de moléculas de energia, transporte de oxigênio 
às células e cicatrização de tecidos humanos. Dentre as deficiências em nutrientes, a 
deficiência em ferro é a mais comum no mundo, sendo 50% das causas de anemia e 
tendo afetado 801 milhões de crianças e mulheres em 2011, o que indica um consumo 
abaixo do recomendado para o elemento e torna a fortificação de alimentos com ferro 
uma estratégia válida e relevante, segundo a OMS (WHO, 2015). Em 2008, constatou-
se que 40% das crianças brasileiras eram anêmicas, o que incentivou Gonçalves, 
Leindecker e Biedrzycki (2008) a fortificarem PSRs com ferro. O produto gerou boa 
aceitação da população e supriu 60% das necessidades diárias de consumo de ferro 
por crianças em idade pré-escolar (MILLER, 1996; SIZER & WHITNEY, 2003; 
PINHEIRO, PORTO & MENEZES, 2005; WHO, 2006).  
Para o cumprimento das funções do ferro no organismo humano, é necessário 
seguir a Ingestão Diária Recomendada (IDR) de ferro. Porém, a deficiência de ferro 
ocorre em diversos grupos da população. Segundo Motta (1943) e Gropper, Smith & 
Groff (2011), a deficiência em ferro, ou anemia ferropriva (AF) (ACKAH et al., 2002), 
prevalece em quatro grupos populacionais: recém-nascidos e crianças de 6 meses a 
4 anos, adolescentes no primeiro estirão de crescimento, mulheres em idade 
reprodutiva, devido ao período menstrual, e mulheres grávidas. A AF é caracterizada 
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por uma diminuição de ferro no organismo consequente do consumo de dietas pobres 
em ferro; problemas de falta de absorção do mesmo – por causa de gastrectomias, 
distúrbios digestórios ou devido ao uso prolongado de antiácidos, entre outros-; 
perdas sanguíneas através de úlceras gástricas, doença renal, tumores e 
sagramentos nasais crônicos; ou ainda por outros motivos, como infecções agudas, 
infarto do miocárdio, doenças neurodegenerativas como mal de Parkinson e doença 
de Alzheimer, por exemplo.  
Indivíduos com AF podem ser diagnosticados via os sintomas de dificuldade de 
aprendizado, retardamento do crescimento, fadiga generalizada, falta de apetite, 
palidez da pele e mucosas, e após avaliação dos níveis sanguíneos de ferro total, 
ferro sérico, receptor solúvel de transferrina, zincoprotoporfirina, leucócitos, 
neutrófilos, hemoglobina dos eritrócitos e plaquetas. O nível normal de hemoglobina 
para indivíduos não anêmicos é igual ou maior que 110, 120 e 130 g.L-1 de sangue 
para grávidas, mulheres e homens acima de 15 anos, respectivamente (GROTTO, 
2010;  WHO, 2011). Um estudo relatou que em um grupo de 666 crianças com idade 
pré-escolar em Alagoas, Brasil, 75,2% apresentavam AF (VIEIRA et al., 2010). 
Por outro lado, há também distúrbios devido à toxicidade com este mineral 
provinda de sensibilidade à sobrecarga de ferro em portadores de talassemia, anemia 
sideroblástica e hemocromatose. Esta última é uma desordem genética mais 
frequente em homens caucasianos ao redor dos 20 anos e que acomete 50 em 10 mil 
pessoas nos Estados Unidos. Ela ocorre através da deposição do ferro absorvido nas 
juntas e tecidos, como fígado, pâncreas e coração, levando à falência destes órgãos 
com o tempo. Esta desordem pode ser tratada via retirada de 400-500 mL de sangue 
por semana, o equivalente a aproximadamente 200 mg Fe, e uso de medicamentos 
com quelantes que complexem e eliminem o ferro pela urina (GROPPER, SMITH & 
GROFF, 2011).  
O ferro é encontrado em alimentos como fígado, carnes magras, legumes, 
verduras verde-escuras, frutas secas, grãos e cereais fortificados, entre outros. Nos 
tecidos, ele é encontrado no sítio ativo da lipoxigenase, atuando sobre a oxidação de 
lipídios, e em componentes redutores de tecidos, como o superóxido, o ascorbato e 
grupo tiol, que podem coverter íon férrico em ferroso, que é a forma utilizada pelo 
organismo (GROPPER, SMITH & GROFF, 2011). 
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O zinco também é normalmente adicionado a produtos, como cereais e 
fórmulas infantis, PSRs, entre outros (SIZER & WHITNEY, 2003).  No organismo, o 
zinco está totalmente ligado às proteínas do soro sanguíneo, de 60-70% à α-2-
macroglobulina e transferrina. Ele pode formar uma espiralização com resíduos de 
cisteína e histidina, e estar distribuído de 1,5 a 2,5 g em órgãos, tecidos e fluidos em 
todas as formas de valência, mas principalmente como Zn2+. O zinco atua sobre o 
crescimento do tecido, na replicação celular, na formação dos ossos, na integridade 
da pele, na defesa imune, na regulação da síntese de proteínas. Ele influencia no 
metabolismo de carboidratos, no transporte de dióxido de carbono, no uso de vitamina 
A, e, uma vez que compõe a proteína da acuidade gustativa (gustina), ele é importante 
ao paladar. A sua deficiência diminui a atividade do hormônio peptídeo timulina, o qual 
diferencia e rege as funções de células T, podendo estabilizar membranas por suprimir 
radicais livres e promover associações entre proteínas da membrana esquelética e 
citoesquelética; dificulta a cicatrização, sensibilidade a gostos; retarda o crescimento 
e desenvolvimento sexual; pode causar dermatites e danificar a estrutura celular, uma 
vez que está ligado à tubulina, que forma microtúbulos atuantes na armação e 
movimento celulares (MOTTA, 1943; GROPPER, SMITH & GROFF, 2011). Estima-se 
que 17,3% da população mundial seja deficiente em zinco (WESSELLS & BROWN, 
2012). 
Em alimentos, o zinco encontra-se associado a moléculas orgânicas como 
proteínas, carboidratos e fitatos, ou na forma de sais inorgânicos, como em 
suplementos alimentares e alimentos fortificados. Fontes endógenas de zinco são as 
secreções pancreáticas e biliares, e as fontes exógenas são alimentos como vísceras 
de animais e produtos marinhos como ostras e moluscos; grãos (farelo e gérmen) e 
hortaliças (MOTTA, 1943; GROPPER, SMITH & GROFF, 2011).  
Organizações nacionais e internacionais estipulam a Ingestão Diária 
Recomendada (IDR), que avalia a quantidade de nutrientes que deve ser ingerida para 
suprir as necessidades nutricionais de 97,5% dos indivíduos considerados saudáveis 
por território, uma vez que condições do solo e clima afetam a qualidade nutricional 
dos alimentos. Assim, recomenda-se também uma ingestão diária de minerais 
segundo a dieta, pois cada alimento apresenta um teor de biodisponibilidade para 
cada mineral. Por exemplo, para cada kg de uma pessoa que ingere uma dieta 
contendo baixa quantidade de carne ou peixe, elevada quantidade de fitato e taninos 
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e baixo teor de ácido ascórbico, são fornecidos 25 µg de ferro biodisponível ao dia, 
sendo esta dieta considerada 10% biodisponível em ferro. Enquanto que, dietas muito 
ricas em carne e que são consumidas com alta quantidade de ácido ascórbico em 
duas refeições principais fornecem 75 µg de ferro biodisponível ao dia (30% 
biodisponível). Já uma dieta com baixa disponibilidade de zinco (10% biodisponível) 
contém níveis elevados de refinados, grãos não germinados, mais que 15% de fitato, 
alto teor de sais de cálcio e a soja como fonte protéica. A dieta de disponibilidade 
moderada de zinco (30% biodisponível) inclui proteína animal, fontes de leite e baixo 
teor de fitato; e a de disponibilidade alta de zinco apresenta pouca fibra cereal e fitato, 
mas proteína principalmente de fonte animal (FAO/WHO, 2004).  
A legislação brasileira (BRASIL, 2005) estipula que dietas com 10% de ferro 
biodisponível e 30% de zinco biodisponível sejam ingeridas, respectivamente, em 6 
mg.dia-1 e 5,1 mg.dia-1 durante idade pré-escolar, 14 mg.dia-1 e 7 mg.dia-1 para 
adultos; 15 mg.dia-1 e 9,5 mg.dia-1 para lactantes. Já a OMS dispõe ingestão do 
seguinte para disponibilidade baixa de ferro e moderada de zinco, respectivamente: 
6,3 mg.dia-1 e 4,8 mg.dia-1 durante idade pré-escolar, 29,4 mg.dia-1 e 4,9 mg.dia-1 para 
mulheres adultas, 15 mg.dia-1 e 7,2-9,5 mg.dia-1 para lactantes, 840 mg/gravidez e 
5,5-10 mg.dia-1 para grávidas, 13,7 mg.dia-1 e 7 mg.dia-1 para homens adultos 
(FAO/WHO, 2004). 
Alimentos conhecidos como fonte de ferro, tais como feijões, gergelim e fígado 
bovino apresentam 1,1-18,6 mg, 10,4 mg e 5,6 mg de ferro a cada 100 g, 
respectivamente (BRASIL, 2002a; NEPA-UNICAMP, 2011). Assim, se um adulto 
acima de 18 anos ingerir 250 g de fígado ou no mínimo 75,3 g de feijão em um dia 
suprirá as recomendações diárias deste mineral. Algumas fontes de zinco são o acém 
bovino cozido e a linhaça, que fornecem, respectivamente, 8,0 mg e 4,4 mg de zinco 
a cada 100 g (NEPA-UNICAMP, 2011a). Portanto, é possível suprir a IDR de zinco 
para um adulto ao consumir-se 87,5 g de acém ou 159,1 g de linhaça ao dia, segundo 
a lei brasileira.   
Estudos sobre a avaliação da composição mineral de PSRs já foram realizados 
com os sabores de laranja, manga, abacaxi e maracujá para analisar os teores de Ca, 
Fe, Zn, Na, K, Mn, Mg e Cu nos mesmos, os quais foram adquiridos fortificados 
(SOUZA, 2007). A fortificação de alimentos com nutrientes segue legislação vigente e 
vem sendo empregada em diferentes tipos de alimentos para suprir as necessidades 
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nutricionais da população. No entanto, não há estudos sobre a bioacessibilidade de 
minerais em PSRs.  
Em PSRs, assim como em outros alimentos processados, o teor de minerais 
naturalmente presentes é baixo. Para ofertar um produto com melhor qualidade 
nutricional ao consumidor e atender a demanda do organismo por muitos nutrientes, 
tem sido realizada a fortificação de alimentos. Esta prática consiste em melhor relação 
custo-efetividade a médio e longo prazos, em que um ou mais nutrientes, naturais ou 
não do produto, são adicionados para reforçar o seu valor nutritivo, suprir possíveis 
perdas durante o seu processamento industrial ou corrigir alguma deficiência 
nutricional na alimentação da população (WHO, 2006; CCNFSDU, 2016).  
Certos países das Américas do Sul e Central, como a Costa Rica, Chile, El 
Salvador, Honduras, México, Panamá, e Porto Rico, instituíram a fortificação de 
alimentos como política pública ao combate às deficiências nutricionais. Para tanto, o 
programa da Organização para Alimento e Agricultura da OMS estabeleceu que, 
primeiramente, regulamentos ou orientações sobre a adição de nutrientes a alimentos 
disponham os nutrientes essenciais e seus níveis necessários para a sua determinada 
finalidade. Nutrientes essenciais adicionados devem estar em um nível entre o de 
excesso e insuficiência ao considerar-se outras fontes de nutriente na dieta; devem 
ser estáveis nos alimentos, considerando-se a embalagem, armazenamento, 
distribuição e consumo; devem ser biodisponíveis no alimento; e a sua adição não 
pode influenciar negativamente o metabolismo de qualquer outro nutriente nem 
transmitir características indesejáveis ao alimento ou diminuir a sua vida de prateleira. 
Em relação ao processo de fortificação alimentar com nutrientes essenciais, a 
tecnologia utilizada deve realizar a adição satisfatoriamente, e métodos de medição e 
controle devem estar disponíveis. A recomendação exige que o consumidor não seja 
ludibriado quanto ao valor nutricional daquele alimento, incluindo um custo adicional 
acessível ao seu consumidor de destino (FAO/WHO, 2004;  WHO, 2006). 
Em território brasileiro, o Ministério da Saúde publicou a Portaria n.31, de 13 de 
janeiro de 1998 para fixar caracterísicas de identidade e qualidade dos alimentos 
fortificados com nutrientes essenciais. Em relação à IDR de um nutriente em 
específico, se cada 100 mL ou 100 g de alimentos contiver um mínimo de 15% e 30% 
do nutriente, respectivamente, é considerado fortificado e pode declarar isso na 
embalagem como “alto teor” ou “rico” (BRASIL, 1998b).  
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Há quatro tipos de fortificação reconhecidos pela FAO/WHO (2004), que são a 
fortificação universal, a fortificação em mercado aberto, a fortificação direcionada e a 
fortificação domiciliar comunitária. O primeiro geralmente é obrigatório e aplica-se a 
alimentos consumidos pela maioria da população de países onde vários grupos 
apresentam alto risco de deficiência no nutriente. O segundo é para agregar valor 
nutricional aos produtos de uma indústria de alimentos. O terceiro visa o consumo por 
grupos com elevado risco de deficiência. E o último pode ser programado e de custo 
elevado, sendo aplicado em países em desenvolvimento (GROPPER, SMITH & 
GROFF, 2011).  
A partir de medida firmada em maio de 1999, obrigatória a partir de 2002 
através da Resolução de Diretoria Colegiada (RDC) n. 344 da Anvisa, o governo 
brasileiro, sociedades civis e científicas, organismos internacionais, indústrias de 
alimentação e o setor produtivo aplicaram o Compromisso Social para a redução da 
anemia por carência de ferro no Brasil. Esta medida consiste na adição de ferro e 
ácido fólico às farinhas de trigo e milho (4,2 mg de ferro a cada 100 g, igual a 30% da 
IDR de adulto, e 150 mcg de ácido fólico ou 37% da IDR de adulto), uma vez que são 
consumidos amplamente a partir do desmame de crianças e possuem baixo custo 
(BRASIL, 1999; BRASIL, 2002b). Para outros alimentos, a fortificação é voluntária, 
como é o caso de PSRs. 
Os compostos de ferro comumente utilizados na fortificação de alimentos 
podem ser solúveis em água, como o sulfato ferroso, gluconato ferroso e o lactato 
ferroso. Embora considerados de alta biodisponibilidade, interagem com a matriz 
alimentar, assim modificando suas características sensoriais. Dentre estes, o sulfato 
ferroso é estável e não sofre efeitos consideráveis durante o processamento ou 
cozimento dos alimentos fortificados. Portanto, é encontrado em fórmulas infantis e 
farinhas de cereais e de panificação que têm sido fortificadas com ele. Os sais pouco 
solúveis em água e solúveis em ácidos diluídos, a exemplo do succinato e fumarato 
ferroso, não costumam causar tais alterações organolépticas, sendo aplicados em 
cereais infantis e achocolatados em pó. Os insolúveis em água e fracamente solúveis 
em soluções ácidas diluídas - pirofosfato férrico, ortofosfato e ferro elementar, por 
exemplo - não sofrem alterações nestas características, embora sejam pouco 
biodisponíveis. Já os compostos do tipo protegido são mais resistentes às influências 
do meio, o que melhora a absorção do mineral, a exemplos de quelatos de 
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aminoácidos, compostos encapsulados (sulfato ferroso, fumarato ferroso) e o ácido 
etilenodiamino tetraacético de sódio e ferro (NaFeEDTA) (FAO/WHO, 2004).  
Acerca do zinco, um exemplo de programa nacional de fortificação ocorre no 
México em farinhas de trigo e de milho com zinco e outros micronutrientes para a 
produção dos principais alimentos de base consumidos no país: tortilhas e pão 
(ROSADO et al., 2000). Embora não obrigatório no Brasil, o informe técnico n.64, de 
02 de dezembro de 2014 (BRASIL, 2014b), estabelece que alimentos podem ser 
fortificados com os seguintes sais de zinco, entre outros: acetato, ascorbato, 
bisglicinato, carbonato, citrato, gluconato, lactato, malato, óxido, picolinato e sulfato 
de zinco. O sulfato de zinco, solúvel em água, e o óxido de zinco são os mais utilizados 
para fortificação de alimentos em indústrias por serem considerados seguros, de baixo 
custo e serem igualmente absorvíveis (IZINCG, 2007). 
Já foi demonstrado que o consumo de alimentos fortificados com zinco leva ao 
aumento dos níveis de ferro no organismo (HESS & BROWN, 2009). E em casos de 
indivíduos que requeiram maiores necessidades nutricionais e/ou consumam 
insuficiente quantidade de produto fortificado com zinco, a suplementação com o 
mineral é uma alternativa (IZINCG, 2007). Foi demonstrado que este tipo de 
suplementação melhorou o apetite e ganho de calorias em crianças anoréxicas no Irã 
(KHADEMIAN et al., 2014). 
Um estudo sobre a avaliação da composição mineral de PSRs nos sabores de 
manga, laranja, maracujá e abacaxi determinou cálcio, sódio e potássio por fotometria, 
e ferro, manganês, magnésio, cobre e zinco por espectrometria de absorção atômica. 
Como resultados foram constatados valores superiores de Ca, Na e Fe em relação ao 
rotulado, e que estes preparados não são fonte de minerais, embora tenham sido 
quantificados níveis elevados de Ca e Fe no sabor de maracujá e de Na e Fe no de 
laranja (SOUZA, 2007).  
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2.3 Métodos para determinação de minerais em alimentos: validação e 
aplicação 
 
A seleção da técnica para determinação e quantificação de minerais em 
alimentos considera a natureza da amostra, custo e precisão exigidos na análise em 
questão. A fim de analisar os minerais em uma matriz alimentar podem ser aplicados 
métodos mais simples, como os colorimétricos e de titulação. Porém, a identificação 
e quantificação dos mesmos são comumente realizadas através da espectrometria 
atômica. Esta técnica apresenta como característica maior seletividade, além de 
apresentarem bom desempenho em precisão, exatidão, limites de detecção e 
quantificação e linearidade.   
 A espectrometria atômica compreende técnicas que medem absorção de 
energia como a FAAS, que é mais utilizada por apresentar baixo custo e ser de 
simples operação, entre outras formas de atomização e, técnicas de emissão com 
destaque para ICP-OES, que apresenta custo elevado de operação, embora seja 
multielementar (MARTÍNEZ et al., 2015; LÓPEZ-GARCÍA & HERNÁNDEZ-
CÓRDOBA, 2015).  
 Para análises via espectrometria atômica, é necessário o preparo da amostra. 
Nesta etapa ocorre a degradação da matéria orgânica por meio do processo de 
mineralização, que pode ocorrer por via seca ou úmida, sendo a última a mais utilizada 
para alimentos. O processo pode empregar ácidos, como o nítrico, sulfúrico ou 
clorídrico, temperaturas elevadas (em torno de 110ºC) em um bloco digestor (sistema 
aberto) ou forno de micro-ondas (sistema fechado). Há amplo emprego de ácido 
nítrico como agente oxidante, que combinado com peróxido de hidrogênio converte a 
matéria orgânica a dióxido de carbono e água, enquanto que os sais de minerais 
presentes na amostra são hidrolisados. Em seguida, o produto mineralizado é 
analisado no espectrômetro para a determinação da concentração de seus minerais 
(LÓPEZ-GARCÍA & HERNÁNDEZ-CÓRDOBA, 2015). 
 A inexistência de um método padrão para determinar minerais em todas as 
matrizes alimentares, que apresentam diferentes composições de matéria orgânica, 
requer que ensaios de validação de método sejam realizados a fim de demonstrar que 
o método utilizado nos ensaios é válido e confiável. A validação também se destina a 
métodos não normatizados, ou métodos normatizados aplicados a novas matrizes e 
ainda para modificações de métodos normalizados. Para tanto, utilizam-se guias de 
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validação de métodos analíticos de aplicação nacional ou internacional que avaliam 
parâmetros de desempenho do método tais como a linearidade, os limites de detecção 
e de quantificação, a precisão, a recuperação e a robustez do método utilizado, entre 
outros parâmetros (BRASIL, 2011; AOAC, 2012; EURACHEM, 2014).  
 Para os ensaios de precisão e robustez são utilizadas as amostras da matriz 
que será avaliada. A precisão inclui ensaios de repetitividade e precisão intermediária. 
A repetitividade pode ser realizada através da análise de no mínimo 5 replicatas de 
padrões, material de referência ou do branco da amostra adicionado do analito. Ela 
deve ocorrer sob mesmas condições de medição: no mesmo dia, no mesmo 
instrumento e local de análise e pelo mesmo analista, seguido da avaliação dos 
coeficientes de variação e desvio-padrão das análises. Já para a precisão 
intermediária, que indica a variabilidade entre os resultados de análises com a mesma 
amostra e realizada em dias diferentes e no mesmo laboratório. Neste caso, utilizam-
se amostras da matriz analisada, materiais de referência ou amostras fortificadas em 
diferentes concentrações da faixa de trabalho para o analito, analisadas em número 
mínimo condizente às replicatas da análise de rotina. Podem-se utilizar analistas e 
equipamentos diferentes, seguido pela interpretação do desvio-padrão e/ou testes F 
e t a p<0,05, correspondente a diferença não significativa entre os resultados a 95% 
de nível de confiança (AOAC, 2012). 
 Para o parâmetro de linearidade, são construídas curvas analíticas para cada 
analito, com no mínimo 5 níveis de concentração que contemplem a sua faixa linear 
de trabalho do equipamento de medição. Para verificar o quanto da concentração de 
analito nas amostras em análise coincide com esta faixa, é construída uma equação 
de regressão linear. O limite de detecção representa a menor concentração de um 
analito que o método reconhece a específico nível de confiança, normalmente de 95%, 
enquanto que o limite de quantificação é o nível mínimo de aceitação do valor 
quantitativo de um ensaio. Tanto o limite de detecção quanto o de quantificação são 
determinados através do desvio padrão da análise de 10 brancos do reagente por 
meio de cálculo disponível no guia da AOAC (2012).  
Ensaios de recuperação são conduzidos a partir da fortificação de alimentos 
em diferentes níveis de concentração. Portanto, a recuperação se refere à 
concentração esperada do mineral adicionado, segundo os quais a AOAC (2012) 
dispõe porcentagens de recuperação aceitáveis aos elementos em análise. A robustez 
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signfica a capacidade de o método manter-se estável a pequenas variações de fatores 
e indica o quanto e quais dentre os diferentes fatores considerados na determinação 
dos minerais em uma dada amostra são significativos para o resultado obtido. Para 
este parâmetro, podem ser realizados ensaios em planejamento fatorial fracionário, 
submetidos à análise de efeitos e teste de Tukey, por exemplo (BRASIL, 2011).  
 
2.4 Bioacessibilidade de minerais  
 
Dados apenas sobre a quantificação de minerais em alimentos não contribuem 
com informações sobre a possibilidade da sua absorção pelo organismo humano. A 
forma dos minerais, seja como composto orgânico ou inorgânico, complexado ou não, 
e outros componentes do alimento podem inibir ou promover a absorção destes 
minerais ao alimento ser digerido. Para tanto, ensaios de biodisponibilidade e 
bioacessibilidade de nutrientes vêm sendo empregados geralmente considerando um 
organismo humano saudável, ou seja, isento de distúrbios gastrointestinais. A 
bioacessibilidade pode ser definida como a capacidade de um mineral estar disponível 
para absorção intestinal após a digestão, e a biodisponibilidade contempla esta 
capacidade incluindo o uso do mineral nas funções fisiológicas de um organismo, após 
a chamada fração bioacessível do mineral ser liberada da matriz de um alimento 
durante a sua digestão. Assim, esta avaliação também agrega valor nutricional ao 
produto (FAIRWEATHER-TAIT, 1993;  TOGNON, 2012).  
 De maneira geral, após a ingestão de um alimento, um sistema coordenado de 
secreções de hormônios inicia o processo digestivo pela deglutição na boca com o 
auxílio das enzimas amilase e lipase salivares, que hidrolisam amido e triglicerídeos, 
respectivamente, sendo formado um bolo alimentar que segue pelo esôfago ao 
estômago através de movimentos peristálticos. No estômago, este bolo recebe suco 
gástrico constituído de eletrólitos, ácido clorídrico para manter pH em torno de 2, e a 
enzima pepsina, que hidrolisa proteínas, além das enzimas amilase e lipase gástricas. 
Através de subsequentes movimentos peristálticos, o alimento triturado é 
transformado em um semilíquido chamado de quimo. O quimo segue via contrações 
segmentadas pela primeira porção do intestino delgado, o duodeno, onde recebe o 
suco pancreático com secreções pancreáticas ricas em bicarbonato (pH entre 8,2 e 
9,3), ocorre a neutralização do ácido estomacal e maximização da atividade das 
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enzimas pancreáticas, como a aminopeptidase e a protease para hidrólise protéica, a 
lipase pancreática e a colipase para a digestão de gorduras, com auxílio de ácidos e 
sais biliares. Nutrientes são absorvidos no lúmen e borda estriada intestinais em 
mecanismo dependente da sua solubilidade, concentração e tamanho de molécula. 
Contudo, também podem ser absorvidos, em parte, no estômago. O que não foi 
absorvido pode ser utilizado por bactérias da microbiota intestinal, ou seguir ao cólon, 
onde o material é desidratado, gerando o material fecal para excreção (GROPPER, 
SMITH & GROFF, 2011).   
Visando simular a digestão gastrointestinal, a biodisponibilidade é geralmente 
avaliada por métodos in vivo em seres humanos ou animais, cujas respostas 
metabólicas são mais semelhantes às do organismo humano. Contudo, podem diferir 
de acordo com a espécie animal a que os ensaios se destinem, além de apresentar 
custo elevado e depender de questões éticas. Alguns destes testes medem as 
concentrações de um analito no plasma em diferentes tempos após a sua ingestão, 
ou a partir da subtração da quantidade ingerida de analito com a excretada, ou por 
meio da lavagem do intestino após certo tempo de ingestão do alimento (ALEGRÍA-
TORÁN, BARBERA-SÁEZ & CILLA-TATAY, 2015).  
Culturas celulares podem ser utilizadas em ensaios de biodisponibilidade de 
minerais, como a linhagem celular Caco-2 que provém de células do carcinoma do 
cólon humano. Sua morfologia e fisiologia são similares às de enterócitos humanos, e 
oferece respostas mais próximas às de um organismo vivo. Neste caso, o produto 
obtido do ensaio de solubilidade é adicionado sobre a camada celular para se avaliar 
o quanto elas absorvem dos mesmos. Este ensaio permite o estudo da competição 
entre nutrientes no seu sítio de absorção, com boa representação dos processos 
metabólicos que ocorrem em células intestinais. Os valores obtidos podem ser 
utilizados como parâmetro para ensaios in vivo (SAMBUY et al., 2005; SGS, 2011). 
Outros estudos propõem-se a simular as condições reais de tempo de trânsito, pH e 
adição de enzima no trato gastrointestinal completo através de ensaios 
bicompartimentais e multicompartimentais, por exemplo (GUERRA et al., 2012). 
A bioacessibilidade é realizada in vitro, sendo mais acessível econômica, 
logística e eticamente. A técnica requer menor tempo de execução e fornece 
resultados igualmente reprodutíveis e repetitivos em relação à biodisponibilidade, 
embora não considere a influência de fatores que apenas um sistema vivo sofra, tais 
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como os movimentos peristálticos no trato digestório, respostas de uma microbiota 
resistente e respostas hormonal e imune. Este processo aplica condições de 
temperatura, agitação e pH semelhantes às condições encontradas no organismo 
humano (MILLER et al., 1981; GUERRA et al., 2012; ALEGRÍA-TORÁN, BARBERA-
SÁEZ & CILLA-TATAY, 2015). 
Dentre os métodos que avaliam a bioacessibilidade de minerais estão a diálise 
e a solubilidade. Ambos simulam a digestão gastrointestinal e, além disso, o método 
in vitro de diálise determina o teor do elemento mineral em análise que pode 
atravessar uma membrana representativa da parede intestinal, uma vez que a 
membrana de diálise que pode ser utilizada neste ensaio apresenta uma porosidade 
que limita a passagem de substâncias orgânicas de peso molecular normalmente 
superior a 10.000 Da, como proteínas, enquanto que o método de solubilidade verifica 
a fração solúvel do mineral no alimento quando no lúmen intestinal (MILLER et al., 
1981; SAHUQUILLO, BARBERÁ & FARRÉ, 2003). 
No método de solubilidade, a fase gástrica inicia-se com o ajuste de pH da 
amostra em solução na faixa entre 1 e 2 para receber solução enzimática de pepsina, 
sendo a seguir incubada a 37ºC por volta de 2 horas, a depender da amostra. Após 
isso, um banho de gelo é comumente aplicado para interromper a atividade desta 
enzima, o pH é usualmente ajustado a 5,0 para receber solução de bile e pancreatina 
e uma nova incubação de aproximadamente 2 horas, após a qual o pH das amostras 
é ajustado para aproximadamente 7,0, quando ocorre a maior solubilização do 
mineral. A fração solúvel do ensaio de solubilidade é extraída, via centrifugação ou 
filtração, para a determinação mineral, cuja concentração corresponde à fração de 
mineral disponível no lúmen intestinal para ser absorvida, em relação a um teor total 
(MILLER & BERNER, 1988; LUTEN et al., 1991). 
Na técnica de diálise ocorre uma fase gástrica como a descrita anteriormente 
na solubilidade, que também pode ser finalizada com banho de gelo, seguido pela 
etapa da adição de membranas de diálise, contendo água e bicarbonato de sódio em 
molaridade previamente estabelecida por meio de acidez titulável, que atuam na 
elevação do pH da amostra a aproximadamente 7,0 durante a fase intestinal. O 
conteúdo da membrana é direcionado para análise e representa a fração de mineral 
que poderia cruzar a parede do intestino durante o processo de absorção do mesmo 
(MILLER & BERNER, 1988; ALEGRÍA-TORÁN, BARBERA-SÁEZ & CILLA-TATAY, 
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2015). Após a obtenção das frações solúvel e dialisável, é realizada, para muitas 
matrizes, a mineralização a fim de evitar influência de interferentes na quantificação 
dos elementos de interesse (LÓPEZ-GARCÍA & HERNÁNDEZ-CÓRDOBA, 2015).  
Após o estudo de diferentes condições para simulação da digestão, segundo o 
tipo de amostra, tais como massas diferentes de amostra e volumes e concentrações 
diferentes de enzimas para cada ensaio (HUR et al., 2011), foi proposto um método 
unificado pelo Grupo de Pesquisa em Bioacessibildiade da Europa (BARGE - 
Bioaccessibility Research Group of Europe). Este método foi utilizado na 
determinação dos contaminantes arsênio, cádmio e bronze em amostras de solo, 
previamente analisados para biodisponibilidade em modelo suíno. O estudo ocorreu 
através de ensaios interlaboratoriais em três estágios: a boca, o estômago e intestino 
delgado em diferentes pH. Constatou-se que este método unificado é um bom análogo 
de métodos in vivo, mas que um maior controle sobre o pH gástrico deve ser realizado 
para diminuir a variabilidade entre laboratórios (WRAGG et al., 2009). Assim, esta 
unificação de método para a simulação da digestão alimentar requer mais estudos. 
Os minerais Fe e Zn, entre outros, estão no organismo geralmente como 
cátions complexados com ligantes orgânicos ou quelantes, a exemplo de proteínas, 
porfirinas e pterinas. No entanto, é necessário que o ferro esteja na sua forma livre, 
ou seja, ionizada, para ser absorvido pelo organismo. Após a absorção, o ferro pode 
ser encontrado como ferro intracelular, e na forma de ferritina, hemosiderina ou heme. 
O ferro extracelular está fortemente ligado a proteínas para superar a baixa 
solubilidade de seus sais em pH neutro em vertebrados, em uma proporção da ordem 
de 10-18 M de ferro livre para ferro ligado (GROPPER, SMITH & GROFF, 2011).  
Em alimentos, o ferro pode apresentar-se na forma de ferro heme ou de ferro 
não heme. O ferro heme encontra-se na forma de um complexo dentro de anel de 
porfirina, sendo derivado da hemoglobina e mioglobina, e encontrado principalmente 
em alimentos de origem animal, como carnes. Por outro lado, o ferro não heme é 
encontrado principalmente em cereais, grãos, sementes, vegetais, legumes e 
produtos lácteos (ZHU & HASS, 1997), e permanece como férrico (Fe3+) no estômago, 
o qual é solúvel em pH ácido, mas que no ambiente alcalino do intestino pode 
associar-se a proteínas, que podem tanto estimular quanto inibir a absorção do ferro 
não heme (GROPPER, SMITH & GROFF, 2011). 
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Segundo Gillooly et al. (2007), alguns fatores podem influenciar a absorção do 
ferro, seja ele naturalmente presente na dieta ou adicionado via fortificação. Fatores 
favoráveis à absorção mantêm o ferro na sua forma ferrosa, favorecendo a liberação 
do ferro férrico da ferritina. A absorção do ferro heme e não heme pode ser estimulada 
através do consumo de carnes, aves, peixes, produtos do mar, ácidos orgânicos, 
como o ácido ascórbico de frutas, vegetais, molhos de soja e vegetais fermentados. 
Contrariamente, é inibida por fitatos, normalmente presentes em cereais, farinha de 
aveia, arroz, cacau, grãos de soja, ervilha, nozes e farelos; polifenóis e fosfatos 
presentes na dieta (GILLOOLY et al., 2007; GROPPER, SMITH & GROFF, 2011).  
 O ácido ascórbico tem-se demonstrado um promotor da absorção de ferro na 
razão de 1:4 (ferro: ácido ascóbico) em alimentos como batatas, infusão de erva mate 
em água e em leite fortificado com diferentes espécies de ferro, farinha de milho 
fortificada com ferro, além de outros nutrientes (BINAGHI, PELLEGRINO e 
VALENCIA, 2011; MORETTI et al., 2014; ANDRE et al., 2015). No entanto, isto 
também depende da forma do ferro, o que Binaghi, Pellegrino e Valencia (2011) 
mostraram ao fortificarem infusões de erva mate com sulfato ferroso, 
ferro bisglicinato quelato e NaFeEDTA. Eles verificaram que, embora estivessem em 
presença de ácido ascórbico, houve maior dialisabilidade de ferro na presença do 
ferro bisglicinato quelato do que o sulfato ferroso, mas houve decréscimo quando o 
NaFeEDTA fora adicionado. 
O zinco é encontrado principalmente no fígado, rins, músculos, pele, ossos 
(como parte da apatita) e em todos os fluidos corporais. A digestão degrada as 
moléculas orgânicas e dissocia os sais inorgânicos, sendo o zinco melhor liberado no 
pH ácido do estômago. Sua absorção ocorre principalmente no jejuno via difusão 
passiva mediada por carreadores localizados no enterócito, como a metalotioneína. 
Este carreador leva o zinco até a circulação ou ele pode ser perdido nas fezes. Porém, 
o tratamento térmico de alimentos pode formar complexos resistentes à hidrólise, 
como produtos da reação de Maillard, que inibem a disponibilidade de zinco para 
absorção (STRAIN & CASHMAN, 2010; YUYAMA et al., 2012). Sua concentração no 
corpo é regulada homeostaticamente (GROPPER, SMITH & GROFF, 2011).   
A absorção de zinco é estimulada por ligantes, como substâncias endógenas 
(ácido cítrico e prostaglandinas), aminoácidos que mantêm a sua solubilidade no trato 
gastrointestinal, como a histidina, cisteína, lisina e glicina; ou produtos da digestão de 
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proteínas, como tripeptídeos. Elevada ingestão de zinco pode levar a difusão passiva 
e absorção paracelular, cuja absorção varia de 10 a 59%. Já os seus inibidores 
formam complexos, como o fitato, presente em leguminosas e cereais, pois ele liga-
se ao Zn e forma um complexo grande, insolúvel; o oxalato ou ácido oxálico está 
presente em espinafre, beterraba, chocolate e chá; polifenóis, como taninos do chá e 
fibras em grãos integrais, frutas, legumes; vitaminas e cátions divalentes (Fe2+, Ca2+ 
e Cu2+), bem como o cálcio do leite. Estes cátions muitas vezes competem entre si 
por ligantes no lúmen intestinal ou interior de células ou de transportadores na borda 
estriada de enterócitos. Além disso, um excesso de ferro não heme pode inibir a 
absorção de zinco em meio aquoso, nas proporções (Zn:Fe) 25:1, 2:1 (50 mg:25 mg) 
e 3:1 (GROPPER, SMITH & GROFF, 2011).  
A ingestão de álcool, diuréticos, medicamentos anticâncer e estimuladores da 
produção de metalotioneína, bem como ocorrência de ferimentos, cirurgias, infecções, 
causam perda do zinco pela urina. Alguns dos sintomas de deficiência em zinco são: 
rubor da pele, diarreia, alterações no humor, falta de apetite e perda de peso. Casos 
agudos de deficiência na absorção do mineral ocorrem na acrodermatite enteropática, 
com redução sérica e do teor total de zinco no organismo (MOTTA, 1943). 
Considerando-se o tipo de dieta, a absorção de zinco é de aproximadamente 21% em 
dietas com alto teor de fibras por jovens adultos, enquanto que lacto-ovo vegetarianos 
absorvem 26% e mulheres na pós-menopausa absorvem 28% de zinco em uma dieta 
rica em carne (FAO/WHO, 2004; GROPPER, SMITH & GROFF, 2011).  
Estudos da bioacessibilidade de minerais em alimentos têm abrangido Fe em 
diferentes refeições (diálise), fórmulas infantis e merendas escolares (solubilidade e 
diálise), feijão comum irradiado (diálise), sucos concentrados de frutas enriquecidos 
artificialmente (solubilidade), e biscoitos (solubilidade e diálise), infusões de café 
(diálise), resíduos secos de citrus (solubilidade e diálise); e Fe e Zn em porco, frango 
e bife bovino (diálise), entre outros (MILLER et al., 1981; JOVANÍ et al., 2001; 
CÁMARA et al., 2005; BRIGIDE & CANNIATTI-BRAZACA, 2006; CILLA et al., 2009; 
REBELLATO et al., 2015; STELMACH et al., 2014; SILVA et al., 2017; MENEZES et 
al., 2018). Segundo o banco de dados Scopus, foram publicados 68 trabalhos com os 
termos <bioaccessibility>, <iron>, <food> no título, palavras-chave e resumo, nos 
últimos 5 anos e 62 trabalhos para <bioaccessibility>, <zinc>, <food> (Acesso em 
28/11/2017).    
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2.5 Ácido ascórbico: funções no organismo e métodos de análise 
 
O ácido ascórbico (AA), ou vitamina C (Figura 2.1), é classificado como 
hidrossolúvel e tem como função no organismo participar da integridade celular, do 
processo de cicatrização celular, da resposta imunológica, e da remoção de colesterol 
da circulação sanguínea por meio de conversão de colesterol em ácidos biliares. Ele 
atua como um antioxidante, sendo necessário para produzir e manter o colágeno. Sua 
deficiência pode causar inchaço e dores nas articulações, sangramento nas gengivas, 
prolongada cicatrização de ferimentos, hemorragias, perda de apetite e fraqueza 
muscular, entre outros (SIZER & WHITNEY, 2003; OTLES & KARAIBRAHIMOGLU, 
2005; COSTA & ROSA, 2010).  
 
Figura 2.1 - Fórmula estrutural do ácido ascórbico. Fonte: Gregory, 1996, p.643. 
 
A OMS e o Ministério da Saúde brasileiro recomendam o consumo diário de 
ácido ascórbico nas seguintes medidas por grupo: 25 mg a recém-nascidos até 6 
meses, 35 mg dos 7 aos 9 anos, 45 mg acima de 19 anos, 55 mg a grávidas e 70 mg 
a lactantes. Embora em menor concentração devido a perdas durante o 
processamento, esta vitamina também pode ser consumida em alimentos 
processados, seja natural da matéria-prima ou adicionada à mesma, a exemplo de 
sucos in natura e prontos para consumo, e PSRs (SUCUPIRA, XEREZ & SOUSA, 
2012; CARDOSO, et al., 2015; SOUSA et al., 2015). É encontrada em verduras de 
folhas verde-escuras, espinafre, uva, maracujá e frutas cítricas (BRASIL, 2005;  
FAO/WHO, 2004). Uma vez que o controle da qualidade de produtos alimentícios 
processados também verifica os níveis de ácido ascórbico, é importante que ele seja 
determinado. 
A quantificação de ácido ascórbico em alimentos é importante para a 
verificação da qualidade nutricional dos mesmos. Ele pode ser determinado via 
colorimetria (espectrometria no UV-visível), cromatografia líquida de alta eficiência 
(HPLC- High Performance Liquid Chromatography) ou método titulométricos. A 
escolha da técnica depende da precisão esperada e disponibilidade financeira para 
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aquisição de equipamentos e reagentes, por exemplo (OTLES & 
KARAIBRAHIMOGLU, 2005).  
Entre os métodos titulométricos que envolvem volumetria, estão os métodos de 
Tillmans, N-bromosuccinimida (NBS) e de Balentine. O método de Tillmans, descrito 
pela AOAC, é o método oficial mais utilizado para determinação de ácido ascórbico, 
consiste em uma titulação de redução do sal sódico 2,6-diclorofenolindofenol (DCFI) 
por ácido ascórbico quando a amostra está diluída em ácido oxálico. Contudo, seu 
ponto de viragem pode ser de difícil visualização em soluções coloridas, pois a solução 
torna-se rosada ao final da reação (AOAC, 1984). O método de NBS utiliza uma 
solução de NBS e ácido oxálico para diluição das amostras, usando indicador iodeto 
de potássio e amido, com ponto de viragem de incolor para lilás, o que também pode 
representar uma desvantagem dependendo da cor da amostra. No método 
titulométrico proposto por Balentine, uma solução titulante de iodato de potássio é 
reduzida pelo ácido ascórbico com simples percepção visual através da adição de 
solução indicadora de amido, uma vez que um complexo azul intenso é formado e 
titulado até o ponto de viragem rosa. Estes métodos empregam reagentes tóxicos, 
preparo de amostra, análise subjetiva do resultado e longo tempo de análise; porém, 
são de simples execução e implantação, e podem ser selecionados de acordo com a 
facilidade de visualização do ponto de viragem da reação (SKOOG et al., 2009; 
VOGEL, 2013).  
A determinação de ácido ascórbico em alimentos via espectrometria no UV-
visível requer preparo da amostra com diluição em ácidos metafosfórico e sulfúrico 
para eliminar interferentes, seguida da aplicação de solução-tampão de acetato de 
sódio e ácido acético, solução complexante contendo acetato de cobre II e solução de 
cuproína em álcool isoamílico para que íons cúpricos sejam reduzidos pelo ácido 
ascórbico da amostra, o qual é quantificado através de análise das amostras a 545 
nm (LUTZ, 2008). Embora simples, este método está sujeito a interferentes, requer 
elevado número de amostras, e assim, tempo, podendo ocorrer oxidação do ácido 
ascórbico. Já o HPLC separa componentes de uma amostra com base em diferentes 
interações entre uma fase estacionária e outra móvel, que são escolhidas a depender 
da amostra aplicada e analito analisado. Este método apresenta alta sensibilidade, 
mas também necessita de um preparo da amostra para eliminação de interferentes, o 
que requer tempo, reagentes e, algumas vezes, outras técnicas de separação de 
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compostos.  O HPLC é ainda mais oneroso que a espectrometria no UV-visível devido 
à manutenção da sua fase estacionária e por requerer mais tempo para obtenção de 
resultados e reagentes para a escolha da fase móvel adequada a ser utilizada com a 
amostra analisada para que as características da matriz não interfiram na detecção 
do ácido ascórbico (OTLES & KARAIBRAHIMOGLU, 2005; REUHS & ROUNDS, 
2010).  
Tavares et al. (1999) determinaram o ácido ascórbico de amostras de sucos e 
polpas de frutas, e de soluções padrões através de comparação entre os métodos 
titulométricos de Tillmans e o de Balentine. Ambos os métodos apresentaram boa 
precisão, mas foi constatado que o método de Balentine apresentou maior praticidade 
na determinação do ponto final, além de menor custo em relação a reagentes que o 
método de Tillmans. Villela & Pecci (1943) relataram teores de ácido ascórbico em 
frutos cítricos semelhantes utilizando-se ambos os métodos, e ressaltaram a 
vantagem de o método de Balentine não requerer padronização diária da solução de 
iodato enquanto que a solução para o método de Tillmans requer uma verificação 
diária.  
Devido ao baixo custo em equipamentos e reagentes, o ácido ascórbico é 
comumente determinado através do método de Tillmans, que foi utilizado por Silva et 
al. (2005) para análises em PSRs de laranja, em que se constatou valor reduzido de 
ácido ascórbico comparado com o rotulado. Ainda relacionado a PSRs, Santos et al. 
(2013) realizaram estudo do comportamento de degradação dos ácidos ascórbico e 
cítrico, que são adicionados a PSRs de laranja, após o preparo do mesmo, 
constatando que em nove amostras a temperatura ambiente (29 ± 2ºC), a acidez total 
não variou significativamente (p<0,05), enquanto que o ácido ascórbico decresceu 
mais de 40% em todas as amostras, principalmente quando a amostra continha ferro 
entre os ingredientes. Já em outro estudo, Cunha et al. (2014) avaliaram a 
concentração e estabilidade do ácido ascórbico em sucos frescos de laranja, abacaxi 
com hortelã, e melancia através do método de Tillmans e do método de NBS, 
demonstrando-se maior precisão nas análises com o método de Tillmans, pois o 
método de NBS superestimou a concentração de ácido ascórbico, enquanto que o de 
Tillmans apresentou decréscimo significativo de ácido ascórbico, o que pode ter sido 
influenciado pela dificuldade em verificar a coloração do ponto de viragem pelo 
método de NBS. 
45 
 
 
 
Além disto, para a análise de ácido ascórbico em alimentos, outros estudos já 
abordaram o uso de HPLC em suco fresco e PSR de laranja, voltametria cíclica em 
amostras de sucos frescos e preparados de fruta, titulação redox com iodato de 
potássio em bebidas prontas para consumo e sucos em pó e o método de Tillmans 
(AOAC, 1984) modificado por Benassi & Antunes (1988) em PSRs de laranja e limão, 
entre outros (HADDAD E LAU, 1984; PISOSCHI, DANET E KALINOWSKI, 2008; 
GRANATO, PIEKARSKI E MASSON, 2012; CRUZ, LOBATO & SIFUENTES DOS 
SANTOS, 2013). Trabalhos publicados com uso de métodos alternativos, como a 
espectroscopia no infravermelho, para controle de ácido ascórbico em PSRs não 
foram encontrados. 
 
2.6 Espectroscopia no infravermelho  
 
A espectroscopia no infravermelho consiste em uma técnica analítica 
instrumental cuja radiação emitida pela sua fonte de radiação está entre as regiões do 
visível e das micro-ondas no espectro eletromagnético. As vibrações desta radiação 
sofrem alteração ao serem absorvidas por uma molécula orgânica, gerando-se um 
espectro contendo bandas características dos compostos analisados, as quais estão 
dispostas na literatura e possibilitam a identificação de compostos desta molécula. O 
infravermelho (IV) está dividido em três regiões distintas, sendo o infravermelho 
próximo (NIR – Near-Infrared) entre 13000-4000cm-1 e 770-2500 nm, o infravermelho 
médio (MID - Mid-Infrared) entre 4000-400 cm-1 e 2500-25000 nm e o infravermelho 
distante (FIR – Far Infrared) entre 400-100 cm-1 e 2,5x106-1,0x107 nm (STUART, 2004; 
SILVERSTEIN; WEBSTER & KIEMLE, 2013). 
Para aplicações analíticas com destaque para alimentos, as regiões do NIR e 
MIR são as mais utilizadas, porém o NIR é o mais empregado para determinações 
quantitativas, fornecendo espectros com combinações e sobreposições de bandas 
fundamentais, enquanto que o MIR corresponde às bandas fundamentais (STUART, 
2004). 
Análises através do NIR são concluídas com a geração de espectros e podem 
ser conduzidas em laboratórios, linhas de produção ou em campo através de 
equipamentos de bancada e portáteis e ainda pode estar associada a imagens 
hiperespectrias que permitem análises na superfície de produtos intactos 
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(FIRMENICH, BROWN & SUSSTRUNK, 2011; YOU et al., 2017). Em alimentos, a 
técnica tem sido empregada para detectar adulterações em óleo de gergelim, teor de 
umidade em orégano, ácido ascórbico, acidez, sólidos totais em néctares de caju e 
goiaba, entre outros. Na área de microbiologia de alimentos, seu emprego vem 
ocorrendo para a detecção e quantificação online de infecção fúngica em farinha de 
trigo por imagens hiperespectrais, determinação de infecção fúngica em cereais 
(MENDES NOVO, IRIEL & LAGORIO, 2016; ORINA, MANLEY & WILLIAMS, 2017; 
YANG et al., 2017; VERMEULEN et al., 2017; CARAMÊS et al., 2017), entre muitas 
outras. Esta técnica é aplicada a fim de substituir métodos tradicionais e onerosos, 
tanto em tempo quanto em custos, além de ser uma técnica precisa, ser considerada 
limpa ao não requerer o uso de reagentes, e que não requer o preparo de amostras, 
o que minimiza a ocorrência de erros. O banco de dados ScienceDirect dispõe que já 
foram publicados 18408 trabalhos com os termos <near infrared> e <food> nos últimos 
5 anos, em paralelo a 5781 trabalhos com os termos <mid infrared> e <food> (Acesso 
em 28/11/2017). 
Uma vez que a espectroscopia no infravermelho fornece um grande número de 
dados espectrais, sua aplicação em análises de alimentos requer o emprego da 
quimiometria. Esta última é uma ferramenta estatística de análise de dados químicos 
qualitativamente complexos, como em estudos de classificação de amostras. Em 
dados químicos quantitativos, a quimiometria fornece uma calibração multivariada 
para correlacionar sinais obtidos, como os comprimentos de onda no infravermelho, 
com valores relativos a uma propriedade de interesse. Desta forma, a espectroscopia 
no infravermelho pode ser aplicada na análise da concentração de um composto 
orgânico, e na geração de um modelo de previsão do teor deste composto em uma 
amostra desconhecida, por exemplo (BRAGA & POPPI, 2004).   
 
2.7 Espectroscopia no NIR e Quimiometria: predição de ácido ascórbico  
 
Anterior à análise de amostras pelo NIR é necessário avaliar o tipo de amostra 
e de analito procurado para averiguar se ele poderá ser detectado pelo equipamento. 
A quimiometria possibilita a análise de dados complexos por meio de softwares como 
o Matlab e Pirouette, entre outros, para aplicação em análises qualitativas através de 
modelos de regressão, que realizam uma classificação de amostras, ou análises 
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quantitativas através de calibração multivariada de grande quantidade de dados, cuja 
aplicação será mais abrangente ao utilizar valores variados para o analito analisado 
(FERREIRA, 2015).  
Os modelos qualitativos agrupam as amostras em categorias, que podem ser 
por marcas, lotes ou adulterações, por exemplo. Um destes métodos é a análise 
exploratória dos dados por meio da PCA, que reduz a dimensão dos dados para 
possibilitar identificação de agrupamentos ou tendências entre as amostras (MANLEY; 
DOWNEY & BAETEN, 2008). 
Já os modelos quantitativos podem relacionar os espectros de NIR de uma 
amostra com a concentração conhecida do analito de interesse, por exemplo. Um 
destes modelos é o PLS, pelo qual se viabiliza a obtenção de um modelo de previsão 
com variáveis altamente correlacionadas. Por exemplo, espectros de NIR obtidos para 
amostras de interesse (parâmetro x) são correlacionados com análises tradicionais 
para determinação de um ou mais fatores de regressão (parâmetros y), requerendo 
tratamento dos dados, como por meio da centralização dos dados em torno da média; 
a variação normal padrão (SNV - Standard Normal Variate) para evitar interferências 
de ruídos e alterações não decorrentes da composição das amostras nos espectros; 
e a correção da linha de base e de espectros sobrepostos via derivadas pelo algoritmo 
de Savitzky-Golay (BRAGA & POPPI, 2004; FERREIRA, 2015).  
Baseado em Ferreira (2015), é importante que o método seja submetido a uma 
validação cruzada, que são testes com amostras que foram utilizadas para a 
construção dos modelos, e externa, por meio de testes com amostras que não foram 
utilizadas para a construção dos modelos. Através da informação de medidas de 
desempenho, ou figuras de mérito, do modelo de previsão, como o erro de calibração 
(RMSEC - Root Mean Square Error of Calibration) e o erro de predição (RMSEP - Root 
Mean Square Errror of Prediction), cujos valores mínimos informam a confiabilidade 
do modelo, além de valores para a sensibilidade, sensibilidade analítica e limites de 
detecção e de quantificação.  
O PLS tem sido utilizado para prever teores de ácido ascórbico e/ou pH, sólidos 
totais, umidade, acidez e sólidos solúveis em polpas congeladas de goiaba e de 
maracujá, monitoramento de açúcar e força alcoólica na fermentação de vinho de kiwi, 
detecção de adulteração de pó de um rizoma chinês, e a predição de componentes 
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da batata, entre outros (ALAMAR et al., 2016; WANG & PENG, 2017; MA et al., 2017; 
LÓPEZ-MAESTRESALAS et al., 2017). 
Estudos da aplicação do NIR para determinar ácido ascórbico têm sido 
verificados através da predição da qualidade de manga, e classificação não invasiva 
de laranjas, avaliação da qualidade de néctares de goiaba e caju, e polpas congeladas 
de goiaba e maracujá, por exemplo (BETEMPS, FACHINELLO & GALARÇA, 2011; 
FLORES, 2015; CARAMÊS et al., 2017; ALAMAR et al., 2016). Porém, ainda não 
foram realizados estudos da avaliação ou predição de ácido ascórbico em PSRs.  
Santos (2015) determinou a acidez total e ácido ascórbico em néctar de frutas 
de diferentes sabores, néctar de frutas light, bebidas industrializadas a base de soja e 
a base de soja light através de espectrofotometria no UV (GOUVEIA et al., 2001) e 
visível e espectroscopia no NIR como alternativas à convencional titulação 
potenciométrica, e calibração multivariada em alternativa à titulação por óxido-
redução. Em se tratando de polpa de fruta, Alamar et al. (2016) analisaram os 
parâmetros de qualidade umidade, açúcares totais, sólidos solúveis, pH e ácido 
ascórbico em polpas congeladas de goiaba e maracujá por NIR em conjunto com a 
técnica de calibração multivariada PLS com sucesso e constataram ainda que estes 
modelos também podem ser aplicados para identificar adulteração por água e adição 
de açúcar nos produtos em análise. Assim, a espectroscopia por NIR é uma técnica 
de análise limpa, uma vez que não gera resíduo, é rápida, de elevada precisão e uma 
opção a métodos tradicionais empregados no controle de qualidade de alimentos in 
natura ou processados.  
Desta forma, este estudo objetivou avaliar a bioacessibilidade de ferro e zinco 
por meio de ensaios de solubilidade e diálise, utilizando-se um método de 
determinação validado para estes minerais, e propor o uso de espectroscopia no NIR, 
juntamente com quimiometria, como técnica alternativa ao controle de ácido ascórbico 
em PSRs nos sabores de uva e maracujá. A quantificação do teor de ácido ascórbico 
foi realizada com emprego de método tradicional de titulação para posterior correlação 
com os espectros de NIR coletados para as mesmas amostras.  
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3. ARTIGO I - Nutritional contribution of powdered soft drinks: ascorbic acid 
effect on iron and zinc bioaccessibility 
 
Monique Carvalho de Santana1, Eduardo Adilson Orlando1, Maria Isabel Rodrigues2, 
Juliana Azevedo Lima Pallone1 
This article will be submitted to the Journal of Food and Composition Analysis. 
ABSTRACT  
Powdered soft drinks (PSDs) are affordable, easy to prepare and fortified with minerals 
such as iron and zinc, and ascorbic acid (AA) by some producers. Thus, this study 
aimed to evaluate the bioaccessibility of iron and zinc in PSDs, and whether their AA 
influenced on it. Twenty-three samples in grape and passion fruit flavors were analyzed 
by validated analytical method using FAAS. After, 16 samples were diluted in water or 
milk for the bioaccessibility assays. Fe and Zn contents ranged from 0.09-0.72 mg.g-1 
for Fe and 0.25-0.29 mg.g-1 for Zn, respectively, and their AA from 0.58-2.87 mg.g-1, 
which classified them as a source of iron, zinc and AA. Besides, Fe and Zn solubility 
were from 56.53-100% and 95.80-95.87% in water and 12.50-61.52% and 52.50-
53.70% in milk, respectively, and Fe and Zn dialyzability from 19.71-41.53% and 
51.34-53.54% in water and from 4.12-100% and 35.71-50.09% in milk, respectively. 
The samples with the highest zinc dialyzable content presented more AA, while the 
highest iron soluble and dialyzable contents had less AA. Thus, some PSDs in grape 
and passion fruit flavors are a source of bioaccessible iron or zinc, but dilution in milk 
mostly inhibits it and AA resembled a promotion of zinc dialysis. 
Keywords: powdered soft drink, iron, zinc, FAAS, solubility, dialysis. 
3.1 Introduction  
3.1.1 Iron and zinc in powdered soft drinks 
  
Powdered soft drinks (PSD) have had increased consumption by the Brazilian 
population, approximately 3% from 2013 to 2014, with a consumption of 24.6 liters per 
capita in 2014, and global consumption of 710,292.2 tons in 2015. Their low price, high 
yield per package (10-45 g yielding 1 to 2 liters of soft drink) and its easiness to prepare 
and transport, in addition to a higher consumption by preschoolers due to the colored 
and attractive look of these drinks (ABIR, 2015b). In Brazil, the Ministry of Health 
stablished some identity and quality parameters for food fortified with essential 
nutrients, and the classification of a food as “rich in” and with “high content of” a nutrient 
                                                          
1 Department of Food Science, Faculty of Food Engineering, State University of Campinas, 13083-
862, Campinas, SP, Brazil 
2 Department of Food Engineering, Faculty of Food Engineering, State University of Campinas, 13083-
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when 100 mL or 100 g of it represent a minimum of 15% or 30% of its Reference 
Nutrient Intake (RNI), respectively (BRASIL, 1998b).  
As most part of the industrialized foodstuff, PSDs can be fortified with minerals, 
mainly iron and zinc, and vitamins such as ascorbic acid, because their natural content 
is generally low to satisfy the metabolic demand of the body. Besides, it is required that 
they contain a minimum of 1% fruit juice and express the value of the fruit juice 
concentration after dilution on the label (Brasil, 2013; Brasil, 2014a).   
The mineral element iron participates in the synthesis of genetic material, 
production of power-generating molecules, transport of oxygen to cells, and healing of 
human tissues, among other functions. Iron deficiency is reported worldwide, being a 
cause of 50% of the anaemia cases, which accounted for 801 million children and 
women that had anaemia in 2011, according to the World Health Organization, which 
stimulates food suppliers to fortify their products with iron (WHO, 2015). In order to 
reduce iron deficiency anaemia in Brazil, since 2002 it has been required the addition 
of iron and folic acid to wheat and corn flours, which are low cost and widely consumed 
after weaning for its people (BRASIL, 2002b; BRASIL, 1999). In 2008, it was reported 
that 40% of Brazilian children were anemic, an incentive for Gonçalves et al. (2008) 
fortify PSDs voluntarily with iron. These soft drinks were well accepted and a source of 
60% of the daily recommended iron consumption for preschoolers (WHO, 2006; 
Pinheiro et al., 2005; Sizer & Whitney, 2003; Miller, 1996).  
Zinc assists more than 50 enzymes in cell replication and phagocytosis, 
metabolism of nutrients, besides its role in the immune defense system, and it is mainly 
present in liver, kidney, muscles, skin, and bones and in all the body fluids. Deficiency 
in zinc can present the symptoms of rubbish skin, diarrhea, mood change, weight and 
appetite loss, and a high deficiency can cause acrodermatitis enteropathica (Motta, 
1943; Gropper et al., 2011). In the Brazilian society there are no quantitative studies 
reporting its deficiency. One example of national zinc fortification program occurs in 
Mexico, where corn and wheat flours are fortified with zinc and other micronutrients 
(Rosado et al, 2000).  
The absorption of these minerals in the gastrointestinal tract is essential and 
can be simulated by bioaccessibility assays such as the solubility and dialyzability. 
They resemble the pH adjustment, temperature and enzymatic solutions (pepsin, 
pancreatine and bile salts) active on the digestive system. Solubility represents the 
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amount of a mineral that can still be soluble in the chyme, the liquid gastro digested 
product that reaches the gut, while the dialyzability resembles the mineral that crosses 
the intestinal wall after the digestion process through a dialysis membrane (Sahuquillo 
et al., 2003; Miller et al., 1981).     
Minerals are best absorbed as free ions in the intestinal lumen. For example, 
iron is in the hemoglobin, found in meat, and zinc can be in organic chelates. Both 
mineral absorptions are enhanced by organic acids such as citric and ascorbic acids 
from fruits and vegetables, and iron absorption particularly promoted by ingestion of 
meat, fish, seafood or soya sauce in the meal (Gropper et al., 2011; Gillooly et al., 
2007). On the other hand, it can be inhibited by some high molecular weight proteins 
that can bind to minerals, intestinal parasites, some groups such as 
caseinophosphopeptides that can form complexes with a mineral to prevent its 
absorption (Gropper et al., 2011; Strain & Cashman, 2010; FAO/OMS, 2004).  
Specifically, ascorbic acid has been demonstrated as an iron absorption 
enhancer in the ration of 1:4 (iron:ascorbic acid) in potatoes, matte infusions in water 
and in milk fortified with different iron species, and in iron-fortified corn flour, e.g. (Andre 
et al., 2015; Binaghi et al., 2011; Moretti et al., 2014). However, the absorption of iron 
varies according to its compounds, which Binaghi et al. (2011) showed when they 
fortified matte infusions with ferrous sulfate, ferric bisglycinate and NaFeEDTA, which 
dialyzability was ascending in the previous order, and it was intensified by adding more 
ferrous sulfate or ferric bisglycinate, but it lowered when NaFeEDTA was added.  
Bioaccessibility studies have been applied on the assessment of iron in iron-
fortified concentrated fruit juices, different meals, school meals, infant formulas, 
irradiated beans and biscuits; Ca in milk-based formulas and juices with milk and 
cereals, Ca, Fe, Mg and Mn in coffee infusions; Fe, Mg and Ca in citrus residues; and 
Ca, Cu, Fe, Mg and Zn in pork, chicken and beef, also others studies (Cilla et al., 2009; 
Miller et al., 1981; Cámara et al., 2005; Jovaní et al., 2001; Brigide & Canniatti-
Brazaca, 2006; Rebellato et al., 2015; Perales et al., 2005; Stelmach et al., 2014; Silva 
et al. 2017; Menezes et al., 2018). However, there is no study applying bioaccessibility 
methods on PSDs or effects of the preparation (milk or water dilution) and of the 
ascorbic acid present in these products. Studies reporting mineral contents in PSDs 
analyzed iron in grape iron-fortified sample, and iron, zinc, calcium, sodium, potassium, 
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magnesium, copper and manganese in the mango, orange, passion fruit and pineapple 
flavors (Gonçalves et al., 2008; Souza, 2007). 
Thus, this study proposes the assessment of the total iron and zinc contents in 
PSDs, the bioaccessibility of these minerals when diluted in water or milk, to verify if 
they are bioaccessible as well as if their preparation and the influence of ascorbic acid 
content on the bioaccessibility of iron and zinc in these products, which contributes to 
the nutritional aspect of PSDs. 
3.2 Materials and Methods 
 
Samples. Three different brands of iron-fortified PSDs (samples A, B and C), 
and one brand of zinc-fortified sample (sample D), in different batches, were obtained 
from markets in Campinas city, SP, Brazil. They were analyzed by the validated 
method to determine iron and zinc in PSDs. The bioaccessibility assays and ascorbic 
acid analysis considered one sample per flavor and brand by mixing the different 
batches available of samples A in the grape flavor, B and D, while the single fortified 
batch of the sample C was analyzed individually.  
Table 3.1 presents some information labeled on the samples, which brands 
were named as A, B, C and D, and the mineral forms reported were: iron for brands A 
and B, ferric pyrophosphate for brand C and zinc sulfate for D. 
Table 3.1 - Labeled information about commercial powdered soft drinks in grape and passion fruit 
flavors. 
Commercial Brands 
Parameters 
A B C D 
Grape 
Passion 
fruit 
Grape 
Passion 
fruit 
Grape 
Passion 
fruit 
Grape 
Passion 
fruit 
Package 
Weight (g) 
30 g 30 g 45 g 45 g 30 g 30 g 25 g 25 g 
Portion (g) 6 g 6 g 9 g 9 g 4.6 g 4.6 g 5 g 5 g 
Yield (L) 1 L 1 L 1 L 1 L 1.3 L 1.3 L 1 L 1 L 
Iron 2.1 mg N.I. 2.2 mg 2.2 mg N.I. 2.1 mg N.I N.I 
Zinc N.I. N.I. N.I. N.I. N.I. N.I. 1.1 mg 1.1 mg 
Ascorbic acid 1.13 1.13 1.67 1.67 1.46 1.46 1.36 1.36 
*N.I. – not informed 
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After some tests using the commercial samples, which have a diverse 
granulometry visually detected, it was verified high standard deviation in the results, 
but grinding the samples was tested and proved to eliminate sources of heterogeneity 
and variance, providing repeatable results. Thus, all the samples were ground to a 
granulometry of minimum 48 mesh.  
Analytical chemicals. The mineralization of the samples required nitric acid 
(Sigma-Aldrich, Co) and hydrogen peroxide (Synth) ACS reagents. The filtration step 
after the mineralization required quantitative filter papers of 9 cm diameter and 7.5 
micron. 
The solutions for bioaccessibility assays were prepared according to Jovaní et 
al. (2001), with modifications: a solution of 4 g of pepsin (porcine stomach mucosa, 
P7000-100G) in 25 mL of 0.1 M HCl ACS reagent (Chemco) pancreatine-bile extract 
mixture: 0.625 g of bile extract (bovine, B8381-100G) and 0.1 g of pancreatine (porcine 
pancreas, P-7545-25G) in 25 mL of 0.1 M NaHCO3 (Sigma-Aldrich). For the dialysis 
assay, it was used dialysis bags with a molecular mass cut-off (MMCO) of 10,000-
12,000 Da from Sigma-Aldrich, Co (D9652-100FT).  
The determination of ascorbic acid required 2,6-dichlorophenolindophenol 
(Sigma-Aldrich) at 0.01%, oxalic acid (Sigma-Aldrich) and ascorbic acid, analytical 
standard (Sigma-Aldrich).  
Equipments. The sample mineralization applied a digestion block (Marconi, 
model 4025), and an ultrasonic bath (Unique, model 14000). The determination of 
minerals was performed by FAAS (PerkinEkmer, model AAnalyst 200), using a lamp 
of deuterium for background radiation correction, and hollow-cathode lamps of iron 
(248.3 nm) and zinc (213.86 nm) (Perkin Elmer). Standardized mineral solvents (1000 
mg.L-1) of iron and zinc (Sigma-Aldrich) were used for building calibration curves. 
 
3.2.1 Adequacy and validation of method to evaluate Fe and Zn in PSDs  
 
Mineralization of samples. The mineralization conditions for this method were 
selected after some tests to choose the best mineralization conditions based on 
Rebellato et al. (2015). The digested solutions had their volume completed in 25 mL 
volumetric flasks, followed by analysis in a FAAS to verify their iron and zinc contents. 
Validation of the method for mineral determination. The performance 
parameters of the method applied and validated are: linearity, limit of detection, limit of 
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quantification, precision and accuracy, based on the analytical guideline AOAC (2012) 
and the ruggedness by the Brazilian Ministry of Agriculture, Livestock and Supply 
(MAPA) guideline (Brasil, 2011). It provides the assertiveness of the analytical method, 
besides being a reference for further works with this same sample matrix. For the 
validation of the method, the linearity assay used standardized mineral solvents of iron 
and zinc, the precision used the four samples previously mentioned in just one flavor 
and one batch, and by using the best mineralization conditions further described, a 
ruggedness assay was performed by a fractional factorial design of experiment (DOE) 
24-1 with one iron-fortified and one zinc-fortified sample. 
According to the recommendations by the guide AOAC (2012), linearity was 
tested for six but validated for five concentration levels. In the accuracy assay, two 
samples of PSDs containing no iron or zinc, called as matrix blank, were fortified in 
four concentration levels: 50% below, 50% and 100% above the commercially labeled 
mineral content and the commercially labeled concentrations themselves, applying the 
iron content of the one presenting the average value among the other two samples and 
the zinc content of single sample containing it. The repeatability assay was performed 
in six replicates in the same day, and an intermediate precision assay in three different 
days, using six, four and four replicates, respectively. According to the MAPA guideline 
(Brasil, 2011), the ruggedness used a fractional factorial design with four factors and 
the results were analyzed through the Tukey’s test and standard deviation. 
Table 3.2 shows the conditions for the ruggedness assay. Hence, four variables 
were used with two levels of variation for each of these factors. The ruggedness was 
performed in triplicates of eight assays in fractional factorial DOE 24-1, and a center 
point, to verify if a slight variation in them during the digestion could impact the analysis 
(Rodrigues and Iemma, 2014).  
 
Table 3.2 - Variables of the fractional factorial design 24-1 for the ruggedness assay. 
Code Variables Unit -1 0 1 
x1 Sample mass G 0.26 0.28 0.3 
x2 Volume of H2O2 for mineralization mL 1 1.5 2 
x3 Volume of HNO3 for mineralization mL 3 3.5 4 
x4 Temperature for mineralization ºC 110 120 130 
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Bioaccessibility of iron and zinc. Both solubility and dialysis were performed in 
two different preparations, one by diluting the samples, from 0.46 g to 0.9 g, in 20 mL 
of water, and the second by diluting them in 20 mL of whole milk, according to the 
dilution recommended on their labels. Each 200 mL of this whole milk contained 10 g 
of carbohydrates, 6.0 g of proteins, 6.0 g of total fat, 4.0 g of saturated fat, 130 mg of 
sodium and 240 mg of calcium. These assays were based on Jovaní et al. (2001), with 
modifications: centrifugation time of 30 min for the solubility assays and 1 mL of 
pancreatin-bile extract mixture amount due to simple matrix composition. For this test, 
it was used an iron-fortified and one zinc-fortified sample of PSD, diluted in water and 
in milk, which results are further presented. 
 Solubility. Both gastric and intestinal stages of this assay were based on Jovaní 
et al. (2001), but it was used 1 mL of freshly prepared pancreatine-bile extract mixture 
and the centrifugation time was adjusted to 30 min.  
 Dialysis assay. One replicate of each sample analyzed by dialysis had their 
titratable acidity performed to verify the amount of NaHCO3 to be added into the dialysis 
bag for the dialysis assay. This assay was also based on Jovaní et al. (2001), adjusted 
for the use of 1 mL of freshly prepared pancreatine-bile extract mixture.  
 Both the soluble and dialysates have their iron or zinc content analyzed by the 
validated method after sample mineralization, and the bioaccessible fractions were 
calculated according to Jovaní et al. (2001).  
 The residual carbon of the mineralized samples was analyzed by Inductively 
Coupled Plasma Optical Emission Spectrometer (ICP-OES), OPTIMA 2000 DV model 
(Perkin Elmer), with axial configuration, applying glucose standard reagent at 0.1% to 
1.5% according to Gouveia et al. (2001). 
 Ascorbic acid determination. The ascorbic acid content was determined 
according to the Tillmans method, described in the reference method 967.21 of the 
Official Methods of Analysis (AOAC, 1984) with modifications (Benassi and Antunes, 
1988). In this method, 2,6-dichlorophenolindophenol (0.01%) is reduced by the 
ascorbic acid in the samples.  
 Statistical Analysis. One-way ANOVA and the Tukey’s test at 95% of confidence 
level (p<0.05) were used to compare the total mineral content for each batch of a brand 
and between brands as well as the soluble and dialyzable mineral contents for each 
brand in the software Statistica version 10 (StatSoft, USA). 
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 Chemometric analysis. Principal component analysis (PCA) was performed for 
a neat visualization of the data for ascorbic acid content, total mineral content, soluble 
and dialyzable minerals was performed using PLS Toolbox v. 5.8 (Eigenvector 
Research, Wenatchee, WA, USA) for Matlab version R2013a (MathWorks, South 
Natick, MA, USA). 
 
3.3 Results and Discussion 
3.3.1 Validation of the method to determine iron and zinc in powdered soft drinks 
 
Based on Rebellato et al. (2015), the choice for the most suitable mineralization 
conditions occurred after testing some conditions that follow in Table 3.4. The definition 
of the most suitable condition considered a translucent mineralization product, 
presenting residual carbon below 1% of concentration and repetitive concentration 
results. Thus, condition 6 was used for the validation of the method. 
Table 3.3 – Preliminary tests for selection of mineralization conditions.   
Conditions 
Sample 
mass 
Chemical reagents Stages Temperature 
Time per 
stage 
1 0.6 g 
4 mL HNO3 (Stage 1) 
2 mL H2O2 (Stage 2) 
1 
2 
110ºC 
2h 
2 0.6 g 
4 mL HNO3 (Stage 1) 
2 mL HNO3 (Stage 2) 
1 
2 
110ºC 
2h 
3 0.3 g 
4 mL HNO3 (Stage 1) 
2 mL H2O2 (Stage 2) 
1 
2 
110ºC 
2h 
4 0.3 g 4 mL HNO3 1 25ºC 
4h 
5 0.3 g 
4 mL HNO3 + 
2 mL H2O2 
1 110ºC 
2h 
6 0.3 g 
4 mL HNO3 + 
1 mL H2O2 
1 110ºC 
2h 
 
After the suitable conditions were chosen, the other validation parameters could 
be performed, and the results are presented in Table 3.4.  
 
Table 3.4 - Validation parameters for the method to determine Fe and Zn in PSD. 
Validation parameters Iron Zinc 
Linearity 
Concentrations levels (mg.L-1) 0.25; 0.5; 1.0; 3.0; 4.0 
0.05; 0.1; 0.15; 0.25; 
1.0 
Regression Equation y = 0.0387x + 0.0026 y = 0.2524x - 0.0041 
R2 0.9999 0.9997 
(continues) 
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Table 3.4 - Validation parameters for the method to determine Fe and Zn in PSD. 
 (conclusion) 
Validation parameters Iron Zinc 
Limit of detection (mg.L-1) 0.033 0.008 
Limit of quantification (mg.L-1) 0.110 0.025 
Repeatability 
Average concentration 
(mg.g-1)* 
CV (%) 
RSDr (%) 
0.28±0.01 to 0.67±0.01 0.24±0.01 
1.01 to 1.90 1.78 
2.12 to 2.43 2.47 
Intermediate 
precision 
Average concentration 
(mg.g-1)* 
0.28±0.01 to 0.68±0.01 0.24±0.01 
CV (%) 1.40 to 4.24 4.25 
Accuracy (%) 
CLV 0.35 (111.40%) 0.22 (91.94%) 
50% below the CLV 0.175 (111.68%) 0.11 (86.88%) 
50% above the CLV 0.525 (105.08%) 0.33 (94.56%) 
100% above the CLV 0.70 (102.77%) 0.44 (96.47%) 
*Values expressed as mean ± standard deviation. CV: coefficient of variation; RSDr: relative standard 
deviation; CLV: commercially labeled value. 
     
The results for the validation parameters in Table 3.4 show that the 
concentration levels for the analytical curves of iron and zinc and the regression 
equations were significant and there was no deviation from the linearity according to 
the minimum square method and analysis of variance test (ANOVA). There was also 
a significant percentage of explicated variation (R2), and the residues did not present 
discrepancies on the Jackknife test, which was further confirmed by their 
homoscedasticity through the Levene test. Detection and quantification limits were 
adequate and below the iron and zinc concentration analyzed in the samples. In the 
precision, both repeatability and intermediate precision assays presented low 
coefficient of variation for iron and zinc. The CVs of the samples in the repeatability 
assay were satisfactory, based on the acceptability criteria of AOAC (2012), because 
they were between half and twice the CV calculated by the RSDr (RSDr = C−0,5, with C 
related to the mass fraction); considering the intermediate precision results, both iron 
and zinc-fortified samples presented statistically significant p-valor and the calculated 
F value (Fcal) lower than the critical F value (Fcrit= 3.98), which ranged from 1.325 to 
3.737 for iron and it was 0.1005 for zinc, concluding that the iron and zinc determination 
in PSDs in different days does not present significant variation. The fortification tests 
performed in the accuracy assay showed mineral concentrations within the acceptable 
accuracy limit established by AOAC (2012) of 85-110% for iron and for zinc in the 
concentration assessed in this study. 
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The analysis of slight variations in the variables used for the best mineralization 
conditions in the ruggedness assay follow in Table 3.5, which concentration values are 
an average of the triplicate of these assays.  
Table 3.5 - Matrix for the DOE 2 4-1 and results for iron and zinc contents. 
Assays 
Sample 
mass (g) 
H2O2 
(mL) 
HNO3 
(mL) 
T (ºC) 
Fe 
content 
at 1.5h 
(mg.g-1) 
Fe content 
at 2h  
(mg.g-1) 
Zn 
content at 
1.5h 
(mg.g-1) 
Zn 
content  
at 2h  
(mg.g-1) 
1 -1(0.26) -1  -1 (3) -1 (110) 0.26 0.26 0.25 0.23 
2 1 (0.30) -1  -1 (3) 1 (130) 0.25 0.25 0.23 0.24 
3 -1 (0.26) 1  -1 (3) 1 (130) 0.24 0.23 0.25 0.24 
4 1 (0.30) 1  -1 (3) -1 (110) 0.23 0.24 0.24 0.25 
5 -1 (0.26) -1  1 (4) 1 (130) 0.23 0.24 0.24 0.24 
6 1 (0.30) -1  1 (4) -1 (110) 0.23 0.22 0.25 0.23 
7 -1 (0.26) 1  1 (4) -1 (110) 0.25 0.25 0.22 0.24 
8 1 (0.30) 1  1 (4) 1 (130) 0.25 0.24 0.22 0.22 
9 0 (0.28) 0 (1.5) 0 (3.5) 0 (120) 0.24 0.25 0.26 0.22 
10 0 (0.28) 0 (1.5) 0 (3.5) 0 (120) 0.24 0.24 0.23 0.22 
11 0 (0.28) 0 (1.5) 0 (3.5) 0 (120) 0.23 0.24 0.25 0.22 
Center point 0.23±0.01 0.24±0.01 0.25±0.02 0.22±0.01 
*Values for CP expressed as mean ± standard deviation.  
  
This DOE resulted in low standard deviations and variation of mineral 
concentration throughout the assays and across the time for zinc and iron, and no 
significant effects according to the MAPA (Brasil, 2011), although a Tukey’s test was 
significant, which can be explained because this test considers a small variation 
between results as a super adjustment (Apêndice A). A Tukey test on the center point 
of this designs reveals no significant difference (p<0.05) for iron, then reliability for this 
DOE. According to the low standard deviations and errors after the samples were 
ground, the ruggedness assay confirms that the method of mineral determination 
applied in this study is robust for ground PSD samples in the flavors of passion fruit 
and grape, fortified with iron or zinc.  
Ensuring a satisfactory digestion of the organic matter in the samples, the 
analysis of residual carbon ranged from 0.082 to 0.323%, which is satisfactory, besides 
the samples being translucent and without precipitates. In this way, the validation 
parameters satisfied the requirements of AOAC (2012) and MAPA (Brasil, 2011) 
guidelines. Besides, the DOE was an essential tool for the reliability of the ruggedness 
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performed with less assays when using the fractional factorial DOE 24-1 (n=11) instead 
of the complete factorial DOE 24 (n=19), including the center point, because it provided 
the same response, but with time and financial savings.  
 
3.3.2 Determination of iron and zinc in powdered soft drinks 
 
 Subsequently to the validation method process, it was performed the 
determination of iron and zinc contents in the samples of PSDs in the flavors of grape 
and passion fruit. Table 3.6 presents a statistical analysis of the achieved results.  
 Among the samples analyzed, samples A in the grape flavor, batch 3 of sample 
C in the passion fruit flavor and sample B in both grape and passion fruit flavors were 
iron-fortified, while iron was not detectable in the other samples, which also did not 
declare it on their labels, but sample D was zinc-fortified in both flavors.  
 
Table 3.6 - Iron and zinc contents (mg.g-1) in powdered soft drinks. 
Iron-containing samples 
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A 
1 0.34±0.01a 0.73 
0.35±0.03 7.85 
N.D. - 
- - 2 0.33±0.01a 0.91 N.D. - 
3 0.38±0.02b 5.12 N.D. - 
B 
1 0.26±0.01c 2.30 
0.25±0.01a 5.16 
0.29±0.01a 2.05 
0.28±0.02a 6.81 2 0.26±0.01c 1.18 0.30±0.01a 0.99 
3 0.24±0.01d 1.22 0.26±0.01b 1.08 
C 
1 N.D. - 
- - 
N.D. - 
0.72±0.02a 2.25 2 N.D. - N.D. - 
3 N.D. - 0.72±0.02 2.25 
(continues) 
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Table 3.6 - Iron and zinc contents (mg.g-1) in powdered soft drinks. 
 (conclusion) 
Zinc-containing samples 
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D 
1 0.26±0.01a 4.05 
0.25±0.02a 7.20 
0.33±0.01a 2.20 
0.29±0.03b 
 
12.02 
 
2 0.23±0.01b 2.25 0.29±0.01b 2.98 
3 0.25±0.01a 3.31 0.25±0.02c 6.17 
Values expressed as mean ± standard deviation (n=3). CV= coefficient of variation; N.D.= non-
detectable, under the limit of detection. Equal letters among the batches of the same brand correspond 
to no significant variance between batches of the same flavor by the Tukey’s test, and equal letters in 
the same brand average concentration is for no significant variance between flavors.   
 
 Within the batches for the grape flavor of the iron-fortified samples, the highest 
CV was due to a low iron content, which small difference among replicates leads to 
high variance. Regarding the passion fruit flavor, the average CV was high for the zinc-
fortified brand D due to high variation of zinc concentration from one batch to another 
and batch 3 presented high variation within its replicates. Thus, the samples were not 
homogeneous within their brands, besides 83.33% of the samples presenting from 
6.81-58.21% higher mineral content than the labeled value. It requires a control and 
can impact the consumer of these products, depending on their diets. 
 Previous studies have also evaluated the mineral content in different juices and 
other foods (Table 3.7). Considering the passion fruit flavor of the PSDs discussed in 
this study, it was achieved 7.3 mg.L-1 of Zn and 0.2-12.7 mg.L-1 of Fe. Souza (2007) 
obtained similar zinc content for both grape and passion fruit flavors of PSDs, while 
the iron content resembled brand B in both flavors. Our study also presented similar 
iron and zinc contents to Soares et al. (2004) with passion fruit concentrated juices. 
The studies of Campos et al. (2010) and Miele et al. (2015) showed similar iron and 
zinc contents to our grape PSDs, once we obtained 6.2 mg.L-1 of Zn and 2.0-11.4 mg.L-
1 of Fe. Among commercial hybrids of passion fruit, Tupinambá et al. (2012) reported 
a maximum iron similar to the concentration analyzed in the grape flavor of brand C, 
but lower to the other samples, and zinc was lower than ours. Orisakwe et al. (2009) 
obtained lower concentration of zinc in a grape juice, while Ackha et al. (2014) obtained 
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mean concentrations of iron and zinc also lower than this study. Ajai et al. (2014) 
reported a similar concentration of iron to ours, but they did not detect Zn in passion 
fruit packaged juices.  
Table 3.7 - Fe and Zn contents in different foods. 
Sample Fe content Zn content Authors 
Mango, orange, passion fruit and pineapple 
powdered soft drinks 
0.084-0.67 
mg.g-1 
0.06-0.083 
mg.g-1 
Souza, 2007 
Passion fruit concentrated juices 4.3 mg.L-1 7 mg.L-1 
Soares et al. 
(2004) 
Grape and peach ready-to-drink juices (whole e light 
types) 
0.3-9.0  
mg.L-1 
0.2-5.0 
mg.L-1 
Campos et 
al. (2010) 
Organic grape juices (Vitis spp.) cultured in Serra 
Gaucha, Brazil 
4.75 mg.L-1 1.01 mg.L-1 
Miele et al. 
(2015) 
Non-canned Hong Kongese beverage “Grape Joy of 
Health” 
- 
0.180  
mg.L-1 
Orisakwe et 
al. (2009) 
Pineapple and apple-based fruit drinks, citrus-based 
fruit juices, soya-based drinks, cola carbonated 
drinks, and cocktail fruit drinks 
0.723 ± 0.45 
mg.L-1 
0.060 ± 
0.10 mg.L-1 
Ackha et al. 
(2014) 
Canned, packaged and sachet fruit juices of passion 
fruit and other flavors 
1.80±0.03 
mg.L-1 
N.D. 
Ajai et al. 
(2014) 
Commercial hybrids of passion fruit (P.edulis) 0.06 mg.g-1 0.03 mg.g-1 
Tupinambá 
et al. (2012) 
*N.D. = non-detectable 
Since the PSDs are produced and consumed worldwide, it was analyzed the 
amount of these soft drinks that fulfill the international Reference Nutrient Intakes (RNI) 
of iron and zinc in these samples, after dilution, for three age groups (Table 3.8). It was 
followed the recommendations of low iron and zinc-bioavailable diets for these groups. 
The RNI of iron and zinc are, respectively, in mg.day-1: 6.3 and 4.8 for preschoolers, 
29.4 and 4.9 for female adults, 13.7 and 7 for male adults (FAO/WHO, 2004). 
Table 3.8 - Mineral content and RNI in powdered soft drinks, in cups of 200 mL. 
Brands 
per flavor 
Mineral content 
(mg.200mL-1-cup) 
Reference Nutrient Intake (cups of 200 mL.day-1) 
Preschoolers %RNI 
Female 
adults 
%RNI 
Male 
adults 
%RNI 
A Grape 2.09 of Fe 3 16.6 14 3.6 6.5 7.6 
B 
Grape 2.28 of Fe 2.8 18.1 12.9 3.9 6 8.3 
Passio
n fruit 
2.53 of Fe 2.5 20.1 11.6 4.3 5.4 9.2 
C 
Passio
n fruit 
3.31 of Fe 1.9 26.2 8.9 5.6 4.1 12.1 
(continues) 
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Table 3.8 - Mineral content and RNI in powdered soft drinks, in cups of 200 mL. 
 (conclusion) 
Brands 
per flavor 
Mineral content 
(mg.200mL-1-cup) 
Reference Nutrient Intake (cups of 200 mL.day-1) 
Preschoolers %RNI 
Female 
adults 
%RNI 
Male 
adults 
%RNI 
D 
Grape 1.23 of Zn 3.9 12.9 4 12.6 5.7 8.8 
Passio
n fruit 
1.45 of Zn 3.3 15.1 3.4 14.8 4.8 10.3 
%RNI is the percentage of Reference Nutrient Intake that 100 mL of the product ready for consumption 
provides. 
 According to the determination of iron in the PSDs per cup of 200 mL, the intake 
of the PSDs after dilution was similar between flavors of the brands within each of the 
three groups. However, the iron RNI for a female adult requires twice as higher the 
intake of PSDs than the male recommendation, which presented no distinction 
between flavors of the same brand. Regarding zinc, the difference in RNI was less 
than one cup between the reported flavors for preschoolers and female adults, while 
its range for the male group was closer to the female requirement, as Table 3.8 shows. 
Furthermore, a resolution from the Brazilian Health Ministry (Brasil, 1998c) states that 
a food is considered a mineral source if it presents a minimum of 7.5% of the mineral 
RNI per 100 mL of the product ready for consumption. In this way, according to the 
RNI previously mentioned, most of the samples were a source of iron or zinc for 
schoolers, female and male adults.  
Even some food products known as iron sources such as beans, which contain 
from 1.1 to 18.6 mg.100 g-1, sesame, that contains 10.4 mg.100 g-1, and bovine liver, 
containing 5.6 mg.100 g-1 of the mineral, and zinc source products such as cooked 
bovine sparerib, with 8.0 mg/100 g, and linseed, which provides 4.4 mg.100 g-1 of zinc 
(Brasil, 2002a; NEPA-UNICAMP, 2011), respond to less mineral concentration than 
that found on PSDs in grape and passion fruit flavors reported in this study. 
3.3.3 Bioaccessibility of iron and zinc 
 
The bioaccessibility assays were based on Jovaní et al. (2001), with 
modifications, as shown in Table 3.9, where test 1 was the modified method and test 
2 was according to Jovaní et al. (2001).  
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Table 3.9 - Bioaccessibility assays for enzymatic test with iron and zinc-fortified samples in water and 
milk dilutions  
Sample 
Total 
mineral 
(mg.g-1) 
Test 
Water-dilution Milk-dilution 
SM (mg.g-1) DM (mg.g-1) SM (mg.g-1 ) DM (mg.g-1) 
I 
(Iron-fortified) 
0.70±0.02 
1 0.62±0.01a 0.16±0.02a 0.28±0.01a 0.08±0.01a 
2 0.59±0.01a 0.16±0.01a 0.27±0.01a 0.07±0.01a 
II 
(Zinc-
fortified) 
0.24±0.01 
1 0.24±0.01a 0.12±0.01a 0.13±0.02a 0.13±0.02a 
2 0.23±0.01a 0.12±0.01a 0.17±0.01a 0.15±0.01a 
Values expressed as mean ± standard deviation (n=3). 1 = application of 1 mL of pancreatine-bile extract 
mixture; 2 = application of 5 mL of pancreatine-bile extract mixture, according to Jovaní et al., (2001); 
SM = soluble mineral; DM = dialyzable mineral. Equal letters in the same column, sample and reference 
(SM, MS, DM or MD) correspond to no significant variance between the volumes of bile-pancreatin 
extract mixture by the Tukey’s test. 
 Since this test ensured no significant variance between the different amounts of 
the pancreatine-bile extract mixture, both in water and milk dilutions, it was applied 1 
mL of this enzymatic mixture in the following assays. Thus, this modification on the 
bioaccessibility method of Jovaní et al. (2001) was more economical to this study.  
 Based on it, Table 3.10 presents the total iron (mg.g-1), soluble iron (mg.g-1 and 
%) and dialyzable iron (mg.g-1 and %) for iron-containing samples in water and milk 
dilutions. 
 
Table 3.10 - Solubility and dialysis assays for iron-containing samples in water and milk dilutions. 
Sample 
Total iron 
(mg.g-1) 
Water-dilution Milk-dilution 
SI (mg.g-1) 
IS (%) 
DI (mg.g-1) 
ID (%) 
SI (mg.g-1) 
IS (%) 
DI (mg.g-1) 
ID (%) 
A grape 0.35±0.05a 
0.31 ±0.06a 0.15±0.01a 0.22±0.01a 0.11±0.02a 
87.64 % 41.53% 61.52% 31.49% 
B grape 0.25±0.01b 
0.14±0.01b 0.05±0.01b 0.04±0.01b 0.02±0.01a,b 
56.53% 19.71% 18.08% 7.95% 
B passion 
fruit 
0.27±0.01b 
0.18±0.01b 0.03±0.01b 0.03±0.01b 0.01±0.01b 
67.47% 31.49% 12.50% 4.12% 
C passion 
fruit 
0.70±0.02c 
0.50±0.07c 0.18±0.01a 0.28±0.01a 0.02±0.01b 
70.26% 25.44% 40.18% 11.83% 
Values expressed as mean ± standard deviation (n=3). SI = soluble iron; IS= iron solubility; DI = 
dialyzable iron; ID = iron dialyzability. Equal letters in the same column correspond to no significant 
variance between brands or flavors by the Tukey’s test. 
 
 On the other hand, the values of iron for the dialysis in water decreased more 
than 50% compared to the solubility assays in water. In fact, the dialysis process, as a 
simulation of the chime crossing the intestinal wall, challenges the solubility of the 
mineral to be expressed out by crossing a cellulosic membrane with a MMCO of 
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10,000-12,000 Da used in the assay, which may result in a lower mineral bioaccessible 
content. In milk, the samples presented variable dialyzability, most of them were lower 
than in water. Compared to the solubility in milk, the dialyzable iron content and its 
dialyzability percentage in milk were about half lower for brands A in the grape flavor. 
Also, A in the grape flavor presented the second highest total iron concentration, 
and the highest dialysis in water and solubility in milk percentages. A Tukey’s test 
showed no significant variance among the parameters assessed. The dialyzabilty 
percentages of iron for brand B in grape flavor and brand C in passion fruit in water 
and milk dilutions resembled a study of Menezes et al. (2018) in different beef, pork 
and chicken, which ranged from 8% to 28%. Solubility in water for brands A in grape 
flavor, B in passion fruit flavor and C in passion fruit flavors are similar to the results 
reported by Cámara et al. (2005) for Cuban style rice, spaghetti with sausage, and 
potato omelet, respectively, while their solubility in milk dilution are comparable to 
spaghetti with sausage, lentils with sausage, and spinach omelet, respectively.   
The different results could be due to the iron compound. It was previously 
reported in a study that assessed the dialyzability of different Fe sources [ferrous 
sulfate, ferric bisglicinate (FB) and NaFeEDTA] in infusions of yerba mate and 
preparations with Fe-fortified milk by Binaghi et al. (2011). They obtained that the 
addition of ascorbic acid enhanced iron absorption from the use of FS to FB, but it was 
inhibited when the sample was fortified with NaFeEDTA. In this way, the iron 
dialyzability between the brands may have been different also because of their iron 
form. It was specifically labeled just for sample C as ferric pyrophosphate, which is a 
poorly water soluble iron form used in food fortification, although it does not change 
food characteristics and the sample showed high solubility in water (FAO/WHO, 2004). 
The ascorbic and citric acids, which are water soluble, present in the samples and 
enhancer of iron absorption, may explain the higher solubility and dialyzability found in 
water dilution than in milk (Gilloly et al., 2007). 
Table 3.11 presents the total zinc (mg.g-1), soluble zinc (mg.g-1 and %) and 
dialyzable zinc (mg.g-1 and %) for zinc-containing samples in water and milk dilutions. 
 Both solubility and dialyzability of zinc were lower in the milk dilution than in the 
water solution. The solubility percentages of zinc in both flavors in milk-dilution 
resembled the ones reported by Khouzam et al. (2011) in apple, which ranged from 
51.5% to 58.35%, and the percentage for lentils, from 50.6% to 56.6% (Sahuquillo et 
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al., 2003). The zinc solubility in water was high also because of its zinc compound, 
labeled as zinc sulfate, which is highly soluble in water, then commonly used in food 
fortification (Gropper et al., 2011). The bioaccessibility for the samples diluted in water 
neared the study of Szymczycha-Madeja et al. (2015), with a range of 74.8% to 89.0% 
of soluble zinc in slim coffee infusions.  
Table 3.11 - Solubility and dialysis assays for zinc-containing samples in water and milk dilutions. 
Sample 
Total zinc 
(mg.g-1) 
Water-dilution Milk-dilution 
SZ (mg.g-1) 
ZS (%) 
DZ (mg.g-1) 
ZD (%) 
SZ (mg.g-1) 
ZS (%) 
ZD (mg.g-1) 
DZ (%) 
D grape 0.24±0.01a 
0.23±0.02a 0.13±0.01a 0.14±0.01a 0.12±0.01a 
95.87% 53.54% 52.50% 50.09% 
D 
passion 
fruit 
0.30±0.01a 
0.29±0.01b 0.15±0.01a 0.16±0.01a 0.11±0.02a 
95.80% 51.34% 53.70% 35.71% 
Values expressed as mean ± standard deviation (n=3). SZ = soluble zinc; ZS = zinc solubility; DZ = 
dialyzable zinc; ZD = zinc dialyzability. Equal letters for the same brand, for either solubility or dialysis, 
correspond to no significant variance between batches by the Tukey’s test. 
  
 The dialyzability of zinc in the passion fruit flavor diluted in milk was similar to a 
potato stew, from 29.89% to 33.11% (Cámara et al., 2005). The grape flavor in milk 
and both flavors in water-dilution, a sample of yogurt fortified with ascorbic acid and 
ferrous sulfate provided from 43.95% to 48.03% of dialyzable zinc (Drago and 
Valencia, 2002). The lower soluble and dialyzable iron and zinc contents in milk 
dilutions could have been due to caseinophosphopeptides present in the milk, which 
bind to these minerals and form a complex that inhibits their absorption. It was 
previously reported by Cilla et al. (2009) in the bioaccessibility of iron and zinc minerals 
in ready-to-drink juices enriched with them in water and in milk. All brands contain 
tricalcium phosphate and sugar, which may explain the inhibition of Zn absorption 
mainly in the dialysis, which has already been explained as a filter of the solubility, 
while the citric and ascorbic acid present in all of them enhance it (Gropper et al., 
2011).  
 Moreover, the lower dialyzability of both iron and zinc could be due to the nature 
of the emulsifiers and stabilizers added to these products, which are xantham gum and 
carboxymethylcellulose in most of them.  Although these compounds are hydrophilic, 
they form stable colloids and increase solution viscosity (BeMiller & Huber, 2008), 
which could complex the mineral under study and avoid its passage through the 
dialysis membrane. 
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 A PCA comprised the 6 groups of samples (n=3), in both grape and passion fruit 
flavors, that had their mineral bioaccessibility assessed (brand A in grape flavor, B and 
D in grape and passion fruit flavors and C in the passion fruit flavor). It was analyzed 
the total mineral content, mineral solubility in water and in milk, mineral dialyzability in 
water and in milk (Fe and Zn), totalizing 10 variables and a matrix of 18x10. The data 
were autoscaled to their different magnitude not impair the analysis. It was chosen 3 
principal components (PC) to represent the variance in the data.  
 Figure 3.1a shows the scores, which are a distribution of the samples in a plot 
according to their total explained variance, which was represented in 86.28% by PC 1 
and PC3. In a correlation to the scores, the loading plot (Figure 3.2b) shows the 
distribution of the variables analyzed along the total explained variance by the principal 
components. By analyzing the scores and loadings, PC1 separated the variables 
related to iron from the ones related to zinc, and the samples from brand D from the 
others, but it did not distinguish the flavors or replicates within the D group. Probably, 
it was due to their lower variation in comparison to the variation observed among 
samples for the analysis of iron, and to fit in the same plot scale, they were cluttered. 
PC3 distinguished one variable related to iron to another, as well as the flavors of all 
the brands analyzed. The passion fruit flavor of brand C was correlated to the highest 
total iron content, while the highest iron solubility, dialyzability in water and in milk were 
correlated to brand A in the grape flavor. 
 In this way, these assays could contribute to the mineral assessment of grape 
and passion fruit powdered soft drinks when diluted in water or milk. This can be 
applied in further researches for the enhancement of iron and zinc bioaccessibility in 
them by developing a new composition for these PSDs. 
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Figure 3.1 - Plots for the total content and solubility and dialyzability percentages of iron and zinc in 
powdered soft drinks. (a) Scores (b) Loadings. 
 
3.3.4 Effect of ascorbic acid on iron and zinc bioaccessiblity of PSDs 
 
The average and range of the results for ascorbic acid content in the batch or 
batches analyzed of the commercial brands (A to D) of PSDs follows in Table 3.12: 
 
Table 3.12 - Vitamin C content in grape and passion fruit powdered soft drinks per brand. 
Samples Ascorbic acid (mg.g-1) 
A Grape 
0.60±0.02 
0.58-0.63 
B 
Passion fruit 
2.87±0.52a 
2.28-3.25 
Grape 
1.71±0.07b 
1.64-1.77 
C Passion fruit 
1.68±1.50 
0.81-3.41 
D 
Passion fruit 
2.44±0.01a 
2.44-2.44 
Grape 
2.45±0.22a 
2.28-2.69 
Values expressed as mean ± standard deviation (n=3) and the concentration range of ascorbic acid 
within the batches analyzed. Equal letters for the flavors of the same brand correspond to no significant 
variance between them.  
 
The standard deviation presented in Table 3.12 considers all the batches 
analyzed for each flavor, which were high when there was a significant difference 
among the batches. Most of the reported ascorbic acid content was similar to the ones 
reported in the same kind of sample in the passion fruit flavor by Souza (2007), which 
ranged from 152.20-219.86 mg.100 g-1. On the other hand, they were higher than the 
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values obtained for orange PSDs (5.66 to 10.31 mg.100 mL-1) by Cruz, Lobato & 
Sifuentes dos Santos (2013). And regarding the labeled ascorbic acid content, there 
were 55.56% of samples with higher ascorbic acid content than the labeled values. It 
could be explained by the difficulty in obtaining homogeneity within and across the 
batches of these products. Also, Granato et al. (2012) have compared laboratorial and 
labeled values for the ascorbic acid in PSDs and industrialized juices, finding that 
76.7% of the samples did not resemble the labeled values, but they were from 12% to 
90% lower, which was the opposite to the current study.  
 Since ascorbic acid has been previously reported as a promoter of iron and zinc 
absorption, a PCA was built to verify if the ascorbic acid content determined in the 
samples also analyzed for iron or zinc bioaccessibility influenced on these values. It 
was analyzed 11 variables (total iron and zinc contents, iron and zinc solubility and 
dializability in water and in milk and ascorbic acid content) for the six groups of samples 
from the four brands (A, B, C e D) in triplicates and in grape and passion fruit flavors, 
outcoming a matrix 18x11. Among 3 principal components, PC1 explained 74.88% of 
total variance in the samples (Figura 3.2) and distinguished the high and low total iron 
content, ascorbic acid content, iron dialyzability in water and milk, iron solubility in milk 
and zinc dialyzability in milk; thus, samples presenting the highest total iron content 
also presented the highest ascorbic acid content. PC2 represented 17.52% and 
distinguished the high total iron content and ascorbic acid content from the highest zinc 
dialyzability in milk, iron dialyzability in water, iron solubility in milk, while iron solubility 
in water was not significant (Figura 3.2).  
  
Figure 2.2 - PCA for iron and zinc bioaccessibility assays and ascorbic acid determination. (a) Scores 
(b) Loadings.  
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 The graphs of scores and loadings correlated and represented the values in the 
assays. Thus, brands B and C in passion fruit flavor and D in grape flavor presented 
more ascorbic acid content (C in passion fruit flavor>B in passion fruit flavor>D in grape 
flavor>D in passion fruit flavor>B in grape flavor>A in grape flavor). Regarding iron 
bioacessibility, sample A in grape flavor presented the highest values in the assays, 
but the lowest ascorbic acid content, while C in passion fruit flavor presented the 
highest total iron content. Whereas, zinc bioaccessibility, although PCA did not 
distinguish its variables in the loadings plot, the scores plot discriminated correctly that 
brand D did not present iron, but D in grape flavor presented higher zinc dialyzability 
in milk than in the passion fruit flavor, and that the other variables for zinc were 
clustered, since they are related just to this sample, for which there was no significant 
variance between flavors or assays.  
In this way, samples which zinc dialyzability was higher presented more 
ascorbic acid content, while the samples presenting higher iron solubility and 
dialyzability presented lower ascorbic acid content among the samples analyzed for 
iron. It was noticeable the inhibition of iron solubility and dialyzability in milk and that 
the ascorbic acid content promoted the bioaccessibility of zinc, but inhibited iron 
bioaccessibility in these assays. Besides it, the iron bioaccessibility may have been 
influenced by the citric acid used as an acidulant in the samples, since it was already 
reported that organic acids can be promoters of iron and zinc bioaccessibility, and the 
folic acid reported in the composition of one of the iron-fortified samples may have 
influenced on it, since it enhances iron absorption by the metabolism (Gropper et al., 
2011).  
 
3.4 Conclusions 
 
 The method for determination of iron and zinc in powdered soft drinks by flame 
atomic absorption was validated in this protocol. It is important to highlight that a well-
known source of errors in an analysis, the sample preparation step, was a critical point 
to ensure this method reliability. Once it was discovered in time to reverse the variant 
results previously observed, we acknowledge that powdered soft drinks seem to be 
homogeneous by themselves; however, mineral determination assays proved that they 
need to be ground for the mineral to spread homogeneously throughout the whole 
sample matrix, eliminating matrix influence, or mineral dispersion during 
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measurements. Also, the powdered soft drinks in grape and passion fruit flavors 
analyzed in this study, iron or zinc-fortified, presented concentrations correspondent to 
the required for a mineral source classification. 
The bioaccesibility assays provided an estimation of the intestinal absorption of 
iron and zinc in powdered soft drinks. And since their bioaccessibility was lowered 
when they were diluted in milk, drinking powdered soft drinks of passion fruit or grape 
flavor in milk does not provide better absorption of either iron or zinc than in water. 
Besides, the ascorbic acid that is added into the commercial samples analyzed in this 
study was not proportional to iron bioaccessibility, opposed to their zinc 
bioaccessibility. Thus, powdered soft drinks can be a source of iron or zinc into a 
balanced diet and it is recommended their dilution in water for consumption to have a 
better bioaccessibility of iron and zinc by the metabolism. 
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4. ARTIGO II - A rapid and green method for analyzing ascorbic acid in powdered 
soft drinks using Near-Infrared Spectroscopy (NIRS)   
Santana, M.C.3*, Ferreira, M.M.C.4, Pallone, J.A.L.3  
This article will be submitted to the journal Food Analytical Methods. 
ABSTRACT 
Powdered soft drinks (PSD) are usually fortified with antioxidants such as the ascorbic 
acid, which is normally analyzed by titration or chromatography methods. Once these 
methods are time-consuming and demand toxic chemical reagents, this study 
evaluated the feasibility of using Near-Infrared Spectroscopy (NIRS) and multivariate 
analysis to predict ascorbic acid contents in PSDs, besides the assessment of their pH 
and moisture. Sixty-seven samples of grape and passion fruit PSDs fortified with 
ascorbic acid had their ascorbic acid content analyzed by a titrimetric method and 
presented significant variance between flavors within the same brand. In addition, 75% 
of the samples required from 0.3 to 10.2 more cups of the grape flavor than the passion 
fruit one to supply the Reference Nutrient Intake (RNI) of ascorbic acid for children and 
adults. Also, their pH and moisture varied between batches and brands, requiring a 
control of these parameters. For the prediction model, partial least squares (PLS) 
regression models were built for grape and passion fruit flavors in PSDs and resulted 
in validated prediction models, one for the grape flavor (RMSEC=0.49mg.g-1, 
R²cal=0.84; RMSECV=0.67mg.g-1, R²CV=0.70; RMSEP=0.50mg.g-1, R²pred=0,84) and 
another for the passion fruit flavor (RMSEC=0,24mg.g-1, R²cal=0,95; 
RMSECV=0.56mg.g-1, R²CV=0.76; RMSEP de 0.57mg.g-1, R²pred=0.72), with 
satisfactory limits of detection and quantification, besides an external prediction set of 
samples that ensured the predictability of this method (RMSEP=0.62mg.g-1, 
R²pred=0.72). Based on the results of external validation, the statistical tests and figures 
of merit, NIR spectroscopy proved to be useful for chemical prediction of ascorbic acid 
in commercialized grape and passion fruit in PSD and can be used as a faster, 
objective and economical alternative to standard methods.  
Keywords: powdered soft drink, ascorbic acid, NIR. 
 
4.1 Introduction 
 
Powdered soft drinks present a fine or granular appearance, specific smell and 
taste, and color dependable on its constituents, that can include sugar, maltodextrin, 
acidulants, flavoring, and starch, according to the National Surveillance Agency 
(ANVISA) (Brasil 1978; Brasil 2009). The Brazilian Decree n.6.871, of June 4th, 2009, 
states that they can be prepared by dilution in water, and the Normative Instruction 
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n.17, of June 19th, 2013, of the Ministry of Agriculture, Livestock and Supply requires 
a minimum of 1% of fruit juice in them (Brasil, 2009; Brasil, 2013). Since this soft drink 
is easy to make, carry, store, and it has a low price and high yield, of about 1 liter per 
30 g, its consumption increased 3% from 2013 to 2014, reaching 24.6 liters per capita 
in 2014, and global consumption of 710.292,2 tons in 2015 (ABIR, 2015a).  
The most consumed flavors of juices in Brazil are: orange, mango, grape, 
passion fruit and peach, in decreasing preference order (Rosa et al., 2006). There are 
some studies in the literature that have reported the ascorbic acid (AA) content in PSDs 
of orange, lemon, mango, pineapple and passion fruit flavors by standard methods 
(Silva et al., 2005; Souza, 2007; Cruz, Lobato & Sifuentes dos Santos, 2013).  
The majority commercial PSDs are fortified with AA, also called as vitamin C, 
which is water soluble, and an antioxidant that produces and keeps collagen, increases 
the body’s immune resistance against infections, assists in the processes of healing 
and maintenance of cell integrity, and indicates the quality for consumption of its 
derived products, due to its sensitivity to degradation during the processing and storing 
stages, otherwise, it is stable when dry (Sizer and Whitney, 2003). The nutrition facts 
of these PSDs show, in average, 6.8 mg of AA added to each 6 g of product. The PSDs 
available in the markets of Brazil, United States, Hungary, Turkey, and United Kingdom 
are fortified with ascorbic acid,  
Some parameters for the quality control of PSDs are regulated in countries such 
as United States and Brazil. The latter regulates the titratable acidity, total sugars and 
soluble solids (Brasil, 1998a), and classifies the addition of vitamins and minerals to 
food products by the minimum required to be a source of it or a product fortified with 
this nutrient, but there is no specific legislation in Brazil for the AA added to PSDs 
(Brasil, 1998b). Moisture and pH are other parameters for quality control in food. 
Moisture is characterized by the water content in the food, which can reduce its shelf-
life, enhance degradation processes and microbiological contamination, and affect 
stability in PSDs, while the pH can be a potent enhancer of microbiological growth and 
enzyme activity such as of peroxidases and polyphenol oxidases that can modify the 
flavor and color of PSDs. Thus, it is required a control of quality parameters also due 
to storing conditions (Bradley, 2010). The moisture in dried foods is low, which 
increases its shelf-life, and the pH in PSDs is normally low because of the organic 
acids present in them (citric and ascorbic acids). Studies in PSDs have already 
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evaluated some of these parameters, even though there is no legislation regulating 
them in this product (Silva et al., 2005; Caleguer, Toffoli and Benassi, 2006). 
Notwithstanding, the evaluation of moisture, pH and AA in PSDs can outcome a 
distinction of one or more of these parameters as well as the assessment of any 
correlation between them.  
Ascorbic acid is commonly determined in foods by classic volumetric methods, 
such as volumetric titration, which bases on the reducing power of AA, but it requires 
toxic reagents; thus, careful handling to avoid contamination, it produces chemical 
waste and is time-consuming. One of the most used volumetric methods is the Tillmans 
method, described by the Association of Official Analytical Chemists (AOAC 1984), 
adapted by Benassi and Antunes (1988), which is a titration for the reduction of the 
salt 2,6-dichlorophenolindophenol by AA, and applied by Silva et al. (2005) to 
determine AA in orange PSDs.  
PSDs that are fortified with AA require control of it on the final product, but the 
official analytical methods present undesirable features as previously mentioned. In 
this context, near-infrared (NIR) spectroscopy can be applied to predict AA in foodstuff 
as an alternative because it is a quick, no destructive, environmentally friendly and 
reliable technique. It can be applied in industrial quality control as a qualitative and 
quantitative analytical method for molecular structures, which radiation absorption from 
NIR is analyzed as overtones and combination bands. To use this technique and obtain 
multivariate calibration models, chemometrics is required. Chemometrics analyzes 
complex chemical data through statistics, for example, by correlating signals such as 
wavelength in the infrared with results from a reference method (AA content analyzed 
by titration, e.g.). It develops multivariate calibration models to predict identity and 
quality parameters, among others, involving spectrum preprocessing (e.g. smoothing, 
first derivative and mean centering) and regression techniques (such as PLS, partial 
least squares; PCR, principal components regression; and LS-SVM, least square 
support vector machine) according to Ferreira (2015).  
Ascorbic acid has been evaluated by NIRS in mango, oranges, frozen pulp of 
guava and passion fruit, and nectar of cashew fruit and guava (Betemps, Fachinello 
and Galarça, 2011; Flores, 2015; Alamar et al., 2016; Caramês et al., 2017). However, 
there is no study about the use of NIR to control AA in PSDs.  
Thus, this study evaluated the use of NIR and chemometrics tools for AA control 
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in PDSs and assessed the quality parameters of moisture, pH and the AA content in 
PSDs in the flavors of grape and passion fruit in order to analyze any correlation among 
them. Also, it could be assessed the daily recommended intake of AA from the PSDs 
considered in this study.  
4.2 Materials and Methodology 
4.2.1 Sampling  
 It was collected 67 samples of grape and passion fruit PSDs of 12 commercially 
available brands. The samples were discriminated from A to L, in two to three different 
batches of these soft drinks in the local market of Campinas/SP, Brazil. Due to a visual 
granular heterogeneity among the sample granules, they were ground in an analytical 
mill (IKA® model A11 basic) to a granulometry of minimum 48 mesh and stored in 
polypropylene flasks inside a desiccator. Some of these samples were selected for the 
prediction models of each flavor. Ascorbic acid, moisture and pH were analyzed in 
these samples.  
For the prediction models, samples in two to three different batches were 
analyzed in quadruplicates, totalizing 108 samples in the passion fruit flavor and 112 
samples in the grape flavor. After some selection later mentioned, it was used 103 
samples in the grape flavor and 80 samples in the passion fruit flavor for the prediction 
models. 
According to the AA evaluation, it was prepared some mixtures with the samples 
in the grape flavor that contained the highest and lowest AA contents to outcome in 5 
concentration levels (20%, 30%, 50%, 60% and 70%) for a test of the prediction model, 
analyzed in triplicates, totalizing 15 samples named from M to Q.  
4.2.2 Ascorbic acid analysis by titration  
The AA content was determined titrimetrically in triplicates, through the 
reduction of 2,6-dichlorophenolindophenol (0.01%) by the AA present in the samples, 
according to the Tillmans method, which is described in the reference method 967.21 
of the Official Methods of Analysis (AOAC, 1984) with modifications (Benassi and 
Antunes, 1988).  
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4.2.3 Moisture and pH  
It was used the method 012/IV to determine the moisture in 1 g of the samples 
(n=3) previously reported (105ºC for 6 hours). For the analysis of the pH in the 
samples, it was used the method 017/IV. Both methods followed the guide of the 
Instituto Adolfo Lutz (LUTZ, 2008). 
 
4.2.4 Spectra acquisition   
 
The spectra of the samples were obtained by near-infrared spectroscopy (NIRS) 
by placing about 2 g of each sample into a vial, and quadruplicates were analyzed per 
batch, summing 112 samples in grape flavor and 108 samples in passion fruit soft 
drinks. 
Reflectance measurements were performed via the near-infrared reflectance 
accessory (Perkin Elmer-Waltham, USA, model NIRA) in the spectrometer FT-NIR 
(Perkin Elmer-Waltham, USA, model Spectrum 100N) in the range of 10,000-4,000 
cm-1. And each spectrum was run in 32 scans with an increment of 4 cm-1. 
 
4.2.5 Statistical data analysis 
 
The AA determined by titration (average±standard deviation) was evaluated by 
analysis of variance (ANOVA) in the software Statistica version 10 (StatSoft, USA), 
which replicates were compared by the Tukey’s test. 
For the AA quantification, partial least squares (PLS) regression was used. The 
model was validated using an external set of samples, i.e., the original data set was 
split into two subsets: the calibration set consisting of approximately 70% of the 
samples and the external validation set with the remaining samples. The division was 
performed by analysis of the graph of leverage versus Studentized residuals and the 
graph of measured versus predicted, while the calibration set was cross-validated by 
leave-one-out tool to determine the number of latent variables (LV) in the final models. 
The optimal wavenumber range for correlations between the spectral data and the 
reference method to analyze AA content was selected by the regression vector, VIP 
scores and the selectivity of each model. Regression models were evaluated by 
calculating the Root-Mean-Square Error of Calibration (RMSEC), the Root-Mean-
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Square Error of Prediction (RMSEP), the inverse of the analytical sensitivity, the 
selectivity, limits of detection and quantification, and the coefficient of determination 
(R2). The statistical and multivariate analyses were performed using PLS Toolbox v. 
5.8 (Eigenvector Research, Wenatchee, WA, USA) for Matlab version R2013a 
(MathWorks, South Natick, MA, USA). Some samples were considered outliers and 
removed after analyzing the graph of leverage and Studentized residuals (FERREIRA, 
2015). 
In order to compare the batches and the brands regarding their AA content, pH, 
moisture, a PCA was performed on autoscaled data (mean centered and scaled to 
unity variance).  
 
4.3 Results and Discussion 
4.3.1 Determination of chemical quality parameters 
 
The data about the concentration of AA, moisture and pH performed for each 
batch of the commercial brands (A to L) of grape and passion fruit PSDs, in the 
triplicates, was presented in Table 4.1 and evaluated by analysis of variance (ANOVA), 
which ranges of AA content, moisture and pH among the batches are expressed below 
their mean values: 
Table 4.1– Ascorbic acid, moisture and pH in grape and passion fruit powdered soft drinks per brand. 
Samples Ascorbic acid (mg.g-1) 
Labeled concentration 
(mg.g-1) 
Moisture 
(%) 
pH 
A 
Passion 
fruit** 
3.13±0.71a 
3.50 
1.38±1.66a 2.88±0.06a 
2.44-3.85 0.49-2.73 2.83-2.97 
Grape** 
5.23±0.14b 
3.50 
0.68±0.20a 2.70±0.03b 
5.13-5.39 0.59=0.82 2.68-2.74 
B 
Passion 
fruit** 
5.31±0.37a 
4.53 
1.22±0.23a 2.61±0.14a 
4.88-5.53 1.02-1.19 2.43-2.74 
Grape** 
4.86±0.07a 
3.78 
0.78±0.27a 3.02±0.02b 
4.78-4.92 0.60-1.09 3.00-3.04 
C 
Passion 
fruit** 
3.41±0.23a 
1.13 
0.38±0.15a 2.80±0.04a 
3.25-3.58 0.31-0.46 2.76-2.83 
Grape** 
0.60±0.02b 
1.13 
0.36±0.14a 2.93±0.03b 
0.58-0.63 0.20-0.50 2.91-2.97 
 
D 
Passion fruit* 
5.85±0.01a 
2.8 
0.63±0.06a 3.00±0.04a 
5.85-5.85 0.61-0.66 2.94-3.03 
Grape** 
3.42±0.09b 
2.8 
0.55±0.25a 2.89±0.03b 
3.37-3.52 0.49-0.62 2.86-2.91 
(continues) 
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Table 4.1– Ascorbic acid, moisture and pH in grape and passion fruit powdered soft drinks per brand. 
 (conclusion) 
E 
Passion 
fruit** 
4.55±0.01a 
2.8 
0.31±0.22a 2.95±0.01a 
4.55-4.55 0.12-0.47 2.94-2.96 
Grape** 
2.96±0.18b 
2.8 
1.05±0.52a 3.04±0.03b 
2.94-3.16 0.58-1.54 3.01-3.06 
F 
Passion 
fruit** 
2.87±0.52a 
1.67 
0.43±0.07a 3.02±0.02a 
2.28-3.25 0.38-0.48 3.00-3.03 
Grape** 
1.71±0.07b 
1.67 
0.49±0.22a 2.85±0.02b 
1.64-1.77 0.42-0.59 2.82-2.87 
G 
Passion 
fruit** 
3.90±1.97a 
2.50 
0.86±1.13a 2.76±0.06a 
2.11-6.02 0.34-1.89 2.68-2.81 
Grape** 
2.34±0.20b 
2.50 
1.69±0.31a 2.65±0.01b 
2.22-2.57 1.39-1.86 2.65-2.66 
H 
Passion 
fruit** 
2.44±0.01a 
1.36 
0.29±0.25a 3.07±0.06a 
2.44-2.44 0.04-0.59 3.00-3.13 
Grape** 
2.45±0.22a 
1.36 
0.67±0.18a 2.78±0.02b 
2.36-2.69 0.54-0.82 2.76-2.79 
I 
Passion fruit* 
5.04±0.92a 
3.50 
0.45±0.20a 2.68±0.10a 
4.39-5.69 0.42-0.49 2.59-2.77 
Grape* 
1.89±0.03b 
3.50 
0.85±0.33a 2.52±0.02b 
1.87-1.91 0.77-0.93 2.51-2.54 
J 
Passion fruit* 
2.44±0.23a 
2.50 
0.36±0.08a 2.98±0.01a 
2.28-2.60 0.34-0.37 2.97-2.99 
Grape* 
3.92±0.40b 
2.50 
0.45±0.09a 3.02±0.04b 
3.64-4.21 0.41-0.49 2.99-3.05 
K 
Passion 
fruit** 
5.93±1.47a 
1.00 
0.64±0.22a 2.96±0.02a 
4.23-6.83 0.46-090 2.95-2.97 
Grape** 
1.90±0.33b 
1.00 
0.99±1.73a 2.92±0.03b 
1.59-2.24 0.33-2.16 2.89-2.93 
L 
Passion 
fruit** 
1.68±1.50a 
1.46 
1.04±0.32a 2.98±0.02a 
0.81-3.41 0.96-1.09 2.96-3.01 
Grape** 
0.61±0.08b 
1.46 
1.83±3.55a 3.13±0.01b 
0.55-0.70 0.58-4.33 3.12-3.14 
Values expressed as mean ± standard deviation (*n=6; **n=9) and the range within the batches 
analyzed. Equal letters for the flavors of each brand correspond to no significant variance between these 
flavors.  
 
The average concentration of AA in the samples was higher than the 
concentration labeled by their producers in 75% of them. Their labels have reported 
the same AA content for both flavors, except to brand B. According to analyzed 
concentrations, passion fruit flavor presented higher AA than the grape one. The 
batches analyzed presented low coefficient of variation (CV), which were 0-11.7% for 
grape and 0-2.8% for passion fruit. Besides, when the CV was analyzed among the 
batches, it was observed high variation, such as a CV of 89.4%, when just one batch 
contained AA, which strengths the importance of controlling the AA content in these 
products. Also, the Tukey’s test showed significant variance between most of the 
flavors in each brand. In this way, there was a variation between the batches and the 
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flavors in the same brand, which requires better control of the AA content in these 
products. 
The AA concentration in the passion fruit flavor was higher than the reported in 
the same kind of sample by Souza (2007), which ranged from 152.2 to 219.86 mg.100 
g-1, while our range was wider compared to the one for PSDs after dilution in water, for 
which we obtained 3.88 to 14.63 mg.100 mL-1 in the passion fruit flavor and 1.41 to 
11.77 mg.100 mL-1 in the grape flavor by volumetric transformation, but Souza (2007) 
obtained lower AA content in orange PSDs (5.66 to 10.31 mg.100 mL-1) and in the 
lemon flavor (5.66 to 10.19mg.100mL-1), which differed mostly between brands rather 
than flavors according to Cruz, Lobato & Sifuentes dos Santos (2013). In orange PSDs, 
Caleguer, Toffoli & Benassi (2006) obtained from 4.3 to 20.9 mg.100 mL-1, which is 
closer to the results in this study mainly for the passion fruit flavor. Compared to fresh 
orange juices, Silva et al. (2005) reported a higher AA content than our study, which 
was of 33.4 mg.100 mL-1, while it was lower than the AA in fresh purple passion fruit 
reported by Maniwara et al. (2014), which averaged 20.01 mg.100 g-1.  
It was also verified a significant difference (p<0.05) in the AA content among the 
batches of most of the samples, except to B, C, H and L in grape flavor and D in the 
passion flavor, and a significant difference among, approximately, 25 to 75% of the 
brands. Regarding the labeled values, 75% of samples presented higher AA content 
than the labeled value, from 2.4% to 493% more AA content. This fault in controlling 
AA was also reported by Granato et al. (2012), who have compared laboratorial and 
labeled values for the AA in PSDs and industrialized juices. They reported that 76.7% 
of the samples did not resemble the labeled values, but they were from 12% to 90% 
lower, which was the opposite of the current study.  
In addition, according to the AA contents obtained, it was possible to estimate 
the Reference Nutrient Intake for AA from passion fruit and grape PSDs for children 
and adults, which is 30 mg.day-1 and 45 mg.day-1, respectively (FAO/WHO, 2004), in 
cups of 200 mL. The RNI for children ranged from 1 to 10.6 cups, while it was from 1.5 
to 16 for adults, among which 9 brands required higher consumption of the grape PSD 
than of the passion fruit flavor to supply the daily needs of AA for children (from 0.3 to 
6.7 more cups) and adults (from 0.6 to 10.2 more cups). It can be explained by a 
difference in the AA concentration added into the samples. 
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Ascorbic acid RNI in these PSDs, mainly in the passion fruit flavor, resembled 
the study with the flavors lemon and orange by Cruz, Lobato & Sifuentes dos Santos 
(2013), who did not observe significant difference between flavors to fulfill the RNI for 
adults (45 mg.day-1), which were from 2.1 to 4 cups of 200 mL. However, according to 
Silva et al. (2005), male adults required ingestion of 4 to 67 cups of 200 mL of orange 
PSDs to fulfill their RNI (90 mg.day-1), which was greater than our RNI for the passion 
fruit flavor, but part of the RNI for the grape flavor fits in their range. It was also due to 
the RNI they used, different to the value considered in this study.  
Based on the characterization of a food as an AA source (Brasil, 1998c), it 
should provide a minimum of 7.5% of the mineral RNI per 100 mL of the product ready 
for consumption. Thus, most of the reported samples were a source of AA, due to a 
range of 4.7 to 48.8% for children and of 3.1 to 32.9% for adults, except to two brands 
in the grape flavor. 
The percentages for moisture varied from 0.31 to 1.60% and 0.31 to 1.88% in 
the passion fruit and grape flavors, respectively, and it presented significant variance 
(p<0.05) among the batches of brand L, but not among the brands nor the flavors. On 
the other hand, the pH varied significantly within the batches of 37.5% of the samples, 
among most of the brands and between flavors according to the Tukey’s test, ranging 
from 2.61 to 3.02 for the passion fruit one and from 2.67 to 3.13 for the grape flavor, 
which approached the pH reported by Silva et al. (2005) and Caleguer, Toffoli & 
Benassi (2006) in orange PSDs, which were from 2.42 to 3.11 and 2.5 to 3.2, 
respectively. Souza et al. (2007) reported from 0.36 to 0.96% of moisture and pH from 
2.81 to 3.10 for passion fruit PSDs, which resembles the values encountered in this 
study. Eduardo and Lannes (2004) obtained from 0.31 to 4.45% of moisture in 
chocolate milk powders similar to our values, but their pH (6.81-8.12) was higher than 
ours due to the bovine serum acidity in the milk and the cocoa alkalinity degree present 
in their samples. Even though, there is no legislation controlling these parameters in 
PSDs. 
In order to verify the total explained variance among the batches for the same 
brand, principal component analysis was applied separately to the passion fruit and 
grape flavors of the samples, in triplicates, considering three variables: ascorbic acid, 
moisture and pH. For passion fruit flavor, it was used a 33x3 matrix, in which 2 principal 
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components (PCs) explained 76.27% of the total variance, and for the grape flavor it 
was a 34x3 matrix, which 2 PCs explained 82.81% of the total variance.  
 
 
  
Figure 3.1 - PCA for ascorbic acid, moisture and pH. (a) Scores for the passion fruit flavor (b) Loadings 
for the passion fruit flavor (c) Scores for the grape flavor (d) Loadings for the grape flavor 
 
According to plots A and B for the passion fruit flavor in Figure 4.1, PC1 
discriminated between the high and low values of moisture, but pH and AA were not 
significant in this PC. Besides, PC2 discriminated the highest moisture from the highest 
AA, while pH was not significant. Samples A, B and D presented higher moisture than 
C, G, I and K, which presented high AA. Also, the highest pH corresponded to samples 
F, H and L. Thus, the upper part of the scores graph corresponds to samples with the 
highest moisture and pH, while the lower part is for the highest AA. Notwithstanding, 
Figures C and D for the grape flavor show that PC1 and PC2 discriminated between 
the high and low AA, but pH and moisture were not significant in them. Samples A, B 
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and E presented the highest AA, opposed to samples C, F, K and L, while samples G, 
H and I presented high moisture and samples B, D, E and J showed high pH.  
Although these distinctions, the brands did not resemble one another for the 
values of AA or moisture, but for the pH values. In this way, PCA showed the 
heterogeneity of AA in PSDs, which requires the control of this parameter. 
4.3.2 NIRS and PLS for ascorbic acid control  
 
 It was considered 108 samples for the passion fruit flavor and 112 for the grape 
flavor. The original NIR absorbance spectra (10,000-4,000 cm-1) are in Figure 4.2 for 
grape and passion fruit flavors, respectively.  
 
 
Figure 4.2 - Raw near-infrared spectra of grape (a) and passion fruit (b) powdered soft drinks 
 
The spectral region from 10,000 to 8,704 cm-1 was removed because it did not 
present significant information for the analysis of ascorbic acid and it was used the 
spectral range of 8,704 cm-1 to 4,000 cm-1 for both models. According to a correlation 
among the regression vector, VIP scores and selectivity of the model, the optimal 
wavenumbers range for correlations between the spectral data and the reference 
method to analyze AA content were 6821-6742 cm-1 (first overtone of O-H stretching), 
6002-5901 cm-1 and 5860-5759 cm-1 (first overtone of C-H stretching), 5024-4283 cm-
1 (combination of O-H stretching and second harmonics of C=O stretching) and 4215-
4029 cm-1 (combination of C-H stretching) for the grape flavor, and 7505-7093 cm-1 (C-
H stretching), 6034-5857 cm-1 (first overtone of C-H stretching), 5460-5368 cm-1 (O-H 
stretching and second harmonics of C=O stretching), 4428-4269 cm-1, 4179-4074     
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cm-1 and 4068-4007 cm-1 (combination of C-H stretching) for the passion fruit flavor 
(Workman & Weyer, 2012; Stuart, 2004). 
The selected spectra were pretreated by applying smoothing (11 points, 2nd 
order) to remove random spectral noise, standard normal variate (SNV) for scatter 
correction, the second derivative using Savitzky-Golay algorithm (15 points) also to 
remove spectral noise, then, they were mean centered (Nicolai et al., 2007). Cross-
validation by leave-one-out was applied and outliers were removed by analyzing the 
graph of leverage and Studentized residuals, which were 28 for the passion fruit flavor 
model and 9 for the grape model, reducing the number of samples to 103 and 80 for 
the grape and passion fruit flavors, respectively. 
For the ascorbic acid prediction models, there were 76 samples in the calibration 
set and 27 samples in the validation set for the grape flavor, besides 55 and 25 
samples in the calibration and validation sets, respectively, for the passion fruit flavor. 
PLS regression models were built and evaluated through their coefficient of 
determination (R²), number of latent variables (LV), RMSEC, RMSEP, RMSECV, 
analytical sensitivity, selectivity, and limits of detection and quantification, which are 
shown in Table 4.2.   
  
Table 4.2 - PLS results for ascorbic acid of grape and passion fruit powdered soft drinks. 
Sample 
flavor 
LV 
RMSEC 
(R²cal) 
RMSEP 
(R²pred) 
RMSEC
V (R²CV) 
SEN SENa-1 SEL LD LQ 
Grape 
(mg.g-1) 
3 
0.49 
(0.84) 
0.50 
(0.84) 
0.67 
(0.70) 
0.001 0.06 0.16 0.19 0.59 
Passion fruit 
(mg.g-1) 
5 
0.24 
(0.95) 
0.57 
(0.72) 
0.56 
(0.76) 
0.001 0.09 0.08 0.31 0.95 
LV: latent variables; R²cal: coefficient of determination of calibration; R²pred: coefficient of determination 
of prediction; R²CV: coefficient of determination of cross validation; SEN: sensitivity; SENa-1: inverse of 
the analytical sensitivity; SEL: selectivity; LD: limit of detection; LQ: limit of quantification. 
 
 The PLS models for AA in grape and passion fruit PSDs (Figure 4.3) predicted 
well according to similar magnitude in the errors for cross-validation and prediction. It 
ensures that the models were both adjusting and predicting the samples well. In 
addition to it, they also presented high coefficient of determination in calibration, cross-
validation and prediction, satisfactory inverse of the analytical sensitivity, which 
expressed the minimum AA content that can be distinguished by the analytical method 
applied on these samples, adequate selectivity for the ascorbic acid, and satisfactory 
limits of detection and quantification, since all the samples presented AA content 
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higher than these limits. Besides, the passion fruit flavor presented more anomalous 
samples than the grape flavor. 
 
Figure 4.3 - Plot of the reference versus predicted values for ascorbic acid. (a) PLS model with 3 LV 
for Grape powdered soft drink; (b) PLS model with 5 LV for Passion fruit powdered soft drink. 
Calibration set (  ) and validation set (  ). 
Also, a group of 5 samples of the grape flavor was prepared in laboratory, as 
explained in the sampling section, and later tested in triplicates for external prediction 
to test one of the prediction models, which was the grape representative. Their AA 
content was determined also in triplicates and analyzed by the Tukey test (Table 4.3), 
presenting no significant variance between the replicates according to their standard 
deviation, although there was significant difference between samples O, P and Q by 
the Tukey’s test, which corresponds to different composition between them.  
Table 4.3 - Ascorbic acid content in mixtures of grape powdered soft drink.  
Mixtures of samples Ascorbic acid content (mg.g-1) 
M 2.05±0.03a 
N 2.18±0.03a 
O 2.76±0.01b 
P 3.25±0.01c 
Q 3.73±0.01d 
Values expressed as mean ± standard deviation (n=3). Equal letters correspond to no significant 
variance between the samples.  
 
According to this test (Figure 4.4), the prediction model for the grape flavor was 
accurate and reliable for testing unknown samples because it resulted in RMSEC of 
0.20 mg.g-1 and R2cal of 0.97, RMSECV of 0.52 mg.g-1 and R2CV of 0.81, RMSEP of 
0.62 mg.g-1 and R2pred of 0.72, which presented high R2 and errors in approximate 
magnitude order. 
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Figure 4.4 - Raw spectra (a) and prediction model of ascorbic acid (b) for mixtures in the grape flavor. 
Calibration set (  ) and validation set (  ).  
 
No other studies have evaluated AA by NIRS in PSDs, but there are some 
studies that did it in fruits or pharmaceutical tablets, some of which are shown in Table 
4.4. Since authors may differ in the concentration units that they use, a comparison 
between studies is possible by calculating a percentage of error of prediction as a ratio 
between RMSEP and total AA. Once we obtained a minimum of 9.6% of error of 
prediction through this calculus, it was lower error than Malegori et al. (2015), who 
obtained 12.0% with acerola, Sinelli et al. (2007), who obtained 31.3% with blueberries, 
and Maniwara et al. (2014), who obtained 12.3% with passion fruit. However, it was a 
worse prediction than Amodio et al. (2017), who achieved 2.4% of RMSEP on the 
prediction of AA content in strawberries, and Santos (2015), who achieved a minimum 
of 7.9% of error of prediction of AA with fruit nectars.  
 
Table 4.4 - Ascorbic acid prediction models in different foods. 
Sample Strawberry Acerola Blueberries Stark Red apples 
AA 0.24 g.kg-1 2844 mg.100g-1 2.56 mg.100g-1 0.38 mg.100g-1 
R2cal 0.10-0.47 0.65 - 0.46 
RMSEC 5.24-6.85 mg.kg-1 285 mg.100g-1 - 0.07 mg.100g-1 
R2cv 0.08-0.38 - 0.85 0.41 
RMSECV 5.68-6.93 mg.kg-1 - 0.89 0.07 mg.100g-1 
R2pred 0.12-0.49 0.49 0.88 - 
RMSEP 5.91-7.70 mg.kg-1 342 mg.100g-1 0.80 mg.100g-1 - 
 (continues) 
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Table 4.4 - Ascorbic acid prediction models in different foods. 
 (conclusion) 
Sample 
Powder 
blends for 
tableting and 
in vitamin C 
chewable 
tablets 
Powdered 
mixtures and 
solutions of 
pharmaceutic
als and food 
Passion fruit Lemon juice 
Fruit nectars of a sort of 
flavors, light fruit nectars, 
processed soya drinks 
and processed light soya 
drinks 
AA 
82.4-123.6 
mg.600g-1 - 
20.01 
mg.100gFW-1 
31.43 
mg.100g-1 0.74 – 39.25 mg.100mL-1 
RMSEC   - - - 4.2504 mg.100mL-1 
R2cv 0.97 0.992 0.85 0.798 - 
RMSECV 
0.396 
mg.600g-1 0.96% 
1.51 
mg.100gFW-1 
3.16 
mg.100mL-1  - 
R2pred 0.95 0.98 0.663 0.746 0.889 
RMSEP 
5.21 
mg.600g-1 1.64% 
2.46 
mg.100gFW-1 
3.57 
mg.100mL-1 3.0945 mg.100mL-1 
 
Thus, both models were accurate for predicting AA in passion fruit PSDs 
(RMSEP=0.57) from a content of 2.11 to 5.53 mg.g-1, and grape PSDs (RMSEP=0.50) 
from 1.77 to 5.13 mg.g-1. The high RMSEP could be explained by the low concentration 
of AA in the samples. Also, the samples presented AA content higher than the limits of 
detection and quantification. In this way, it is recommendable that further studies apply 
these models in and out the line of powdered soft drinks production. 
4.4 Conclusion 
 
The PSDs evaluated in this study presented variable moisture and pH values. 
The pH values exhibited the most significant variance, which was within the batches, 
brands and flavors. Even though there is no legislation controlling these quality 
parameters in PSDs, a variance requires their control for not affecting the overall 
quality of these products. Besides it, different batches of grape and passion fruit 
powdered soft drinks in a single brand showed variation in ascorbic acid contents, 
mostly higher than the labeled AA content of the samples, which also requires the 
control of this nutrient in the final product. The use of a rapid, green and objective 
method together with multivariate calibration models predicted well the ascorbic acid 
content in both grape and passion fruit samples by showing satisfactory values of R2 
and errors of calibration, cross validation and prediction, inverse of the analytical 
sensitivity, selectivity and limits of detection and quantification. Thus, near-infrared 
spectroscopy is an alternative to standard methods of controlling ascorbic acid in 
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powdered soft drinks, and it is also feasible for applications in and off the production 
line of PSDs by suppliers, producers and food quality control laboratories. 
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5. DISCUSSÃO GERAL 
 
 O consumo de preparados sólidos para refresco provê alta praticidade e 
viabilidade financeira. Adicionalmente, podem ser enriquecidos voluntariamente com 
ferro, zinco e ácido ascórbico, entre outros nutrientes. Assim, este estudo viabilizou a 
determinação do teor total de ferro e zinco, bem como o teor destes minerais que pode 
ser acessível ao organismo humano em PSRs. Avaliaram-se também os efeitos do 
ácido ascórbico e forneceu um modelo de calibração multivariada por NIR para 
controle do teor de ácido ascórbico nestes produtos. 
 A etapa de mineralização das amostras, precedente à quantificação do seu teor 
mineral, foi importante uma vez que eliminou a matéria orgânica e acidificou a 
amostra, condição necessária para as análises por espectrometria de absorção 
atômica com chama. Conseguinte à mineralização, uma análise de carbono residual 
assegurou tal degradação da matéria orgânica e isenção de interferência de 
compostos desta natureza na determinação de ferro e zinco. E, dada a ausência de 
um protocolo padrão para determinarem-se minerais neste tipo de amostra, uma 
validação do método foi necessária. 
 Após alguns testes para alcançar as melhores condições de mineralização, foi 
verificado se um dos fatores desta (massa de amostra, o volume de ácido nítrico 
utilizado, o volume de peróxido de hidrogênio utilizado, e a temperatura empregada) 
influenciava significativamente a precisão do método através do ensaio de robustez. 
Este ensaio foi realizado em 1,5 h e 2 h e em planejamento experimental fatorial 
fracionário (DOE) 24-1, com ponto central em triplicata baseado em recomendações 
do MAPA (BRASIL, 2011). Foram verificados altos desvios padrões que remeteram 
ao preparo da amostra, sendo realizado um segundo DOE com amostras moídas. 
Este DOE resultou em baixo desvio padrão, e efeitos não significativos, embora um 
teste de Tukey tenha sido significativo para ferro nos pontos centrais dos dois tempos 
considerados. Isto ocorreu uma vez que este teste considera uma pequena variação 
como um super ajustamento. Assim, além de confirmado que os fatores de 
mineralização estavam adequados para prosseguir-se com os outros parâmetros de 
validação do método, o ensaio de robustez demonstrou um ponto crítico do método, 
que é a recomendação da moagem de PSRs anteriormente à análise de minerais para 
uma análise precisa e confiável. 
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 Os outros parâmetros de validação basearam-se no guia da AOAC (2012): 
linearidade, limite de detecção, limite de quantificação, precisão e recuperação. Para 
a linearidade, foram construídas curvas de regressão com triplicatas de seis diferentes 
concentrações dentro da faixa linear de trabalho do equipamento de medição para 
cada analito (Fe ou Zn), separadamente. Suas regressões lineares foram significativas 
segundo o método dos mínimos quadrados e ANOVA a 95% de confiança após a 
exclusão de 3 outliers para a curva de ferro na concentração de 2,0 mg.L-1 e três para 
zinco em 0,5 mg.L-1, resultando em cinco concentrações para cada. Ambas 
apresentaram coeficientes de variação explicada (R2) significativos, e resíduos não 
discrepantes de acordo com o teste de Jackknife, e foram homoscedásticas através 
do teste de Levene, o que demonstra a ausência de tendências nos valores 
reportados. Os limites de detecção (LD) e de quantificação (LQ) para zinco e ferro 
utilizaram os brancos dos reagentes e apresentaram baixo desvio padrão. Os ensaios 
de recuperação e de precisão, a qual contempla ensaios de repetitividade e precisão 
intermediária, também seguiram as recomendações e cálculos dos guias, sendo 
obtidas concentrações dentro dos limites aceitáveis (85% a 110%) e uma precisão 
não significativa através de ensaio de precisão intermediária analisado por meio de 
ANOVA e teste F a 95% de nível de confiança, e ensaios de repetitividade cujo 
coeficiente de variação (CV) da repetitividade satisfez o aceitável.  
 Uma vez validado o método, ele foi aplicado na determinação de ferro e zinco 
em PSRs. Esta análise é importante nutricionalmente devido ao uso de ferro na 
síntese de material genético, no transporte de oxigênio, na cicatrização de tecidos, na 
produção de moléculas geradoras de energia, além de a sua deficiência atingir mais 
de 2 bilhões de pessoas, sendo assim adicionado a alimentos (WHO, 2006). O zinco 
também é adicionado a alimentos por auxiliar mais de 300 enzimas nos processos de 
replicação e fagocitose celulares, no metabolismo de nutrientes e no sistema imune. 
A deficiência em zinco pode causar perdas cognitivas, retardo de crescimento e 
desenvolvimento sexual e dermatites, por exemplo (SIZER & WHITNEY, 2003; WHO, 
2006; YUYAMA et al., 2012).    
As três marcas comerciais de PSRs nos sabores de maracujá e uva, contendo 
ferro em pelo menos um sabor (A, B e C) e uma contendo zinco (D), foram moídas 
para eliminação de heterogeneidade e, pois, interferência na precisão das análises e 
analisadas em três lotes diferentes. O teor total de ferro no sabor de maracujá não foi 
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detectável na marca A, e variou de 0,28 a 0,72 mg.g-1 para as marcas B e C, 
respectivamente, e no sabor de uva foi de 0,25 a 0,35 mg.g-1, cujo menor valor foi para 
a marca B e maior à A, enquanto que não havia sido declarado para C. Já o teor de 
zinco variou de 0,25 a 0,29 mg.g-1, sendo o menor teor para o sabor de uva. Não 
houveram coeficientes de variação significativos entre os lotes. 
Ambos os sabores apresentaram concentrações de zinco na marca D e de ferro 
na marca B similares às relatadas por Souza (2007), que também analisou estes 
minerais em PSRs no sabor de maracujá (8,36-66,55 mg de ferro/100 g e 6,14-8,26 
mg de zinco/100 g). Também houve semelhança a sucos de uva prontos para 
consumo (CAMPOS et al., 2010), mas menor teor de zinco que maracujás híbridos 
(TUPINAMBÁ et al., 2012). Inclusive, alimentos considerados fontes de ferro, como 
feijões (1,1 a 18,6 mg Fe/100 g), gergelim (10,4 mg Fe/100 g), e fígado bovino (5,6 
mg Fe/100 g), e fontes de zinco, como costela bovina cozida (8,0 mg Zn/100 g) e 
semente de linhaça (4,4 mg Zn/100 g), apresentam menor teor de mineral que os 
PSRs nos sabores de uva e maracujá (BRASIL, 2002a; NEPA-UNICAMP, 2011). 
Dado o consumo mundial de PSRs, foi calculado o quanto da Ingestão Diária 
Recomendada (IDR) de ferro e zinco estes produtos oferecem, segundo 
recomendações internacionais para dietas com baixa biodisponibilidade de ambos os 
minerais, uma vez que contêm características vegetais e não são fontes de proteína 
de origem animal, sendo o seguinte para ferro e zinco, respectivamente: 6,3 mg.dia-1 
e 4,8 mg.dia-1 para crianças em idade pré-escolar (4 a 6 anos), 29,4 mg.dia-1 e 4,9 
mg.dia-1 para mulheres adultas, 13,7 mg.dia-1 e 7 mg.dia-1 para homens adultos 
(FAO/WHO, 2004). Através da presença de 2,09 mg a 3,31 mg de ferro por copo de 
200 mL, uma criança em idade pré-escolar necessita de 1,9 a 2,8 copos de 200 mL 
entre marcas e sabores; mulheres necessitam de duas vezes mais copos (de 8,9 a 14 
copos) que homens (4,1 a 6,5 copos). Para zinco, o consumo para crianças e 
mulheres adultas foi semelhante, sendo de 3,3 a 3,9 copos para crianças e de 3,4 a 4 
copos a mulheres, enquanto homens requeriram de 4,8 a 5,7 copos ao dia, valor 
próximo à IDR para mulheres. E segundo a portaria n.27, de 13 de janeiro de 1998 do 
Ministério da Saúde (BRASIL, 1998), a maioria destes refrescos foi considerada fontes 
de ambos minerais, uma vez que 100 mL de refresco apresentaram mais que 7,5% 
da IDR para cada grupo, cujo mínimo foi de 3,6% e máximo de 26,2%. Desta forma, 
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a ingestão destas amostras é uma fonte de ferro e zinco, mas deve considerar uma 
dieta balanceada.   
 Embora o Decreto brasileiro n.6871, de 04 de junho de 2009, do MAPA 
estabeleça apenas a diluição de PSRs em água (BRASIL, 2009), uma das marcas 
analisadas também recomenda a sua diluição em leite. Assim, foi avaliada a 
bioacessibilidade de ferro e zinco em PSRs nos sabores de uva e maracujá, nas 
marcas abordadas, com exceção da marca A no sabor maracujá, que fora não 
detectável para ferro, e da marca C em uva, que não declarava o ferro. Os lotes foram 
misturados para cada sabor, exceto pela amostra individual na marca C no sabor de 
maracujá, diluídos ora em água ora em leite. Nova determinação de mineral total foi 
realizada em triplicata através do método previamente validado, resultando em teores 
totais de ferro de 0,25 mg.g-1 a 0,70 mg.g-1. A solubilidade de ferro variou de 56,53% 
a 87,64% em água, ou seja, mais de 50% do ferro presente no refresco ingerido pode 
ser predito como disponível para absorção no lúmen intestinal. Os maiores teores de 
ferro total e de solubilidade de ferro foram referentes à marca C em maracujá. Houve 
maior variação do teor de solubilidade, tendo ocorrido elevada porcentagem de 
solubilidade, em amostra com o menor teor total de ferro. Isto pode ser devido ao fato 
de que este esteve em contato com igual concentração enzimática que as outras 
amostras, apresentando, pois, menor probabilidade de saturar a enzima, o que 
estimula o processo digestivo na mesma. Já em leite, houve inibição da absorção de 
ferro, cuja solubilidade variou de 12,50% a 61,52%, embora a variação entre sabores 
tenha sido menor comparada à diluição havia sido em água.  
 Na diálise de ferro em água, houve decréscimo de mais de 50% em relação à 
solubilidade em água, cujos valores correspondem ao intervalo de 19,71% a 41,53%. 
O menor valor foi para a marca B e o maior para a marca A no sabor de uva. Isto pode 
ser explicado uma vez que este ensaio simula a passagem do analito pela parede 
intestinal à corrente sanguínea através de membrana de diálise celulósica que desafia 
tal tráfego por meio do seu tamanho de poro entre 10000 e 12000 Da. Em leite, as 
amostras apresentaram dialisabilidade de ferro variável, na sua maioria menores que 
em água, com exceção da marca C em uva, dado seu baixo teor do mineral. Ambos 
os teores dialisáveis e a dialisabilidade de ferro em leite foram a metade dos valores 
obtidos em água para a marca A no sabor de uva e marca B em ambos os sabores, 
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enquanto a marca C no de maracujá apresentou dialisabilidade quase quatro vezes 
menor. 
 A solubilidade de ferro em água para as marcas A no sabor de uva, B em 
maracujá e C no sabor de maracujá foram parecidos ao encontrado por Cámara et al. 
(2005) em arroz ao estilo cubano, espaguete com salsicha, e em omelete de batata, 
respectivamente, enquanto suas porcentagens em leite compararam-se a espaguete 
com salsicha, lentilhas com salsicha e omelete de espinafre, na ordem já mencionada, 
ou seja, apresentaram valores variáveis de solubilidade. As porcentagens de ferro 
dialisável para a marca B no sabor de uva e para C em maracujá em água e em leite 
variaram de 7,95% a 25,44%, assemelhando-se ao estudo de Menezes et al. (2018) 
com carne bovina, suína e de frango (de 8% a 28%). Também há estudos que relatam 
a influência de diferentes formas dos minerais na sua absorção (BINAGHI, 
PELLEGRINO & VALENCIA, 2011). Assim, a dialisabilidade entre marcas pode ter 
diferido também pela forma do ferro adicionado a elas, a qual fora especificada como 
pirofosfato férrico apenas na composição da marca C, sendo esta forma relatada 
como pobremente solúvel para fortificações, embora não altere as características do 
alimento (FAO/WHO, 1995) e o ferro desta marca tenha demonstrado alta solubilidade 
em água.   
 O teor total de zinco variou de 0,24 mg.g-1 a 0,30 mg.g-1, que se referem aos 
sabores de uva e maracujá, respectivamente, sem variância significativa entre os 
ensaios de bioacessibilidade, além de a dialisabilidade em leite ter sido maior para o 
sabor de uva. Solubilidade em água foi aproximadamente 95,80%, enquanto ambos 
reduziram para cerca da metade quando diluídos em leite, sendo 52,50% (sabor de 
uva) e 53,70% (sabor de maracujá). Já a dialisabilidade de zinco não variou entre 
diluições, sendo de 51,34% a 53,54% em água e de 35,71% a 50,09% em leite, cujas 
menores porcentagens corresponderam ao sabor de maracujá. 
 As solubilidades de zinco em leite para ambos os sabores se assemelharam às 
relatadas em maçã (51,5% a 58,35%) por Khouzam et al. (2011) e em lentilhas (de 
50,6% a 56,6%) por Sahuquillo, Barbera & Farre (2003). Já em água, a solubilidade 
de zinco foi alta devido ao composto adicionado na sua fortificação, sulfato de zinco, 
que é comumente utilizado em fortificação de alimentos por ser altamente solúvel. Os 
valores de zinco solúvel em água aproximaram-se aos em infusões de café slim, de 
74,8% a 89,0% (SZYMCZYCHA-MADEJA, WELNA & PAWEL, 2015). Já a 
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dialisabilidade de zinco em leite no sabor de maracujá foi parecida com a de guisado 
de batata, de 29,89% a 33,11% (CÁMARA et al., 2005), e o valor para a amostra no 
sabor de uva em leite e ambos os sabores em água assemelharam-se ao valor 
encontrado em iogurte fortificado com ácido ascórbico e sulfato de ferro por Drago 
(2002), de 43,95% a 48,03%.  
 A presença de espessantes e estabilizantes como a goma xantana e 
carboximetilcelulose nestes PSRs pode ter contribuído às reduzidas dialisabilidades 
dos minerias através de uma provável complexação dos mesmos. Porém, esta 
hipóstese não foi avaliada neste trabalho, requerendo novos estudos. 
 As frações de ferro total e bioacessível em diferentes sabores também puderam 
ser discriminadas através de uma PCA para a marca C, sendo a de maracujá 
relacionada ao maior teor de ferro total entre as amostras, e as maiores frações 
solúveis e dialisáveis em água e leite foram relacionadas à marca A em uva, enquanto 
que a marca B ficou dentre as de maior ferro solúvel em água. Porém, a PCA não 
distinguiu entre as variáveis relacionadas ao zinco, apenas correlacionou a marca D 
com zinco.  
 Desta forma, os baixos teores de ferro e zinco solúveis e dialisáveis em leite 
poderiam estar atribuídos à presença de caseinofosfopeptídeos no leite, os quais se 
ligam a estes minerais de modo a formar um complexo inibitório da absorção, o que 
já foi relatado para bebidas prontas ao consumo contendo água ou leite (CILLA et al., 
2009). Além disto, a presença de fosfato tricálcico e açúcar também é inibitória, 
principalmente na diálise de zinco, e estão em todas as amostras, enquanto que os 
ácidos cítrico e ascórbico costumam estimular tal absorção (GROPPER, SMITH & 
GROFF, 2011). 
 Uma vez que o ácido ascórbico, que é solúvel em água, já demonstrou ser um 
estimulante à absorção de ferro em batatas, infusão de erva mate diluída em água e 
leite e fortificado com espécies de ferro, além de a absorção deste mineral variar de 
acordo com a espécie de sal considerada (GILLOLY et al., 2007; BINAGHI, 
PELLEGRINO & VALENCIA, 2011; MORETTI et al., 2014), foi realizada uma PCA 
para verificar como o teor de ácido ascórbico poderia influenciar a solubilidade e 
diálise de ferro e zinco, em água e leite, nas amostras analisadas (A, B, C e D). As 
amostras com maiores teores totais de mineral apresentaram também maiores teores 
de ácido ascórbico e que as amostras cuja diálise de zinco foi maior apresentaram 
101 
 
 
 
mais ácido ascórbico. No entanto, a amostra com maiores teores de ferro solúvel e 
dialisável apresentava menos ácido ascórbico dentre as analisadas para ferro. Assim, 
ressalta-se que houve uma inibição de absorção de ferro em leite tanto na solubilidade 
quanto na diálise e que o teor de ácido ascórbico promoveu a absorção de zinco, mas 
que se demonstrou inibidora da absorção de ferro nestes ensaios. Já a 
bioacessibilidade do ferro pode ter sido influenciada positivamente pelo ácido cítrico 
que compõe as amostras, uma vez que é um ácido orgânico, o qual já foi demonstrado 
ser um promotor da bioacessibilidade de ferro, além do ácido fólico declaradamente 
adicionado a uma das amostras fortificadas com ferro, pois ele auxilia a absorção do 
ferro pelo organismo (GROPPER, SMITH & GROFF, 2011).  
 Além de minerais, a determinação de ácido ascórbico é de importância para o 
controle de qualidade de produtos alimentícios, uma vez que ele atua como 
antioxidante, mantém a integridade celular e regula o sistema imunológico. 
Normalmente, AA é analisado por titulação. Em média, PSRs apresentam 6,8 mg de 
ácido ascórbico por 6 g de produto, o que é superior ao teor encontrado em 100 g da 
parte comestível de uva e maracujá (IBGE, 2011).  
 Desta forma, 67 amostras de PSRs nos sabores de uva e maracujá de 12 
marcas foram analisadas em dois ou três lotes após terem sido moídas. Através do 
método de Tillmans, o teor de ácido ascórbico variou entre sabores na maioria das 
amostras. Em média, foram obtidos de 0,60 a 5,23 mg de ácido ascórbico/g e de 1,68 
a 5,93 mg.g-1 ou 3,88 mg.100 mL-1 a 14,63 mg.100 mL-1 nos sabores de uva e 
maracujá, respectivamente. Além disso, 75% das amostras apresentaram 
concentração superior à rotulada, e variação entre os sabores, embora seus rótulos 
descrevam igual concentração para ambos os sabores da maioria das marcas (exceto 
pela marca B). Oposto ao encontrado, mas ainda assim uma discrepância entre 
valores do rótulo e valores analíticos, um estudo de Granato, Piekarski e Masson 
(2012) relatou teores de ácido ascórbico de 12 a 19% menores que o rotulado em 
PSRs, dentre as amostras que não se assemelhavam ao valor rotulado. Assim, PSRs 
com sabor de maracujá apresentou maiores concentrações de ácido ascórbico que 
PSRs com sabor de uva. Isso provê que houve variação entre lotes e sabores da 
mesma marca, o que requer controle na linha de produção.   
 Nos PSRs com sabor de maracujá foi obtida concentração de AA maior do que 
a relatada por Souza (2007) em mesmo tipo de amostra, a qual variou de 152,2-219,86 
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mg.100g-1, e contemplou concentrações em PSRs nos sabores de laranja (5,66 a 
10,31 mg.100 mL-1) e de limão (5,66 a 10,19 mg.100 mL-1), segundo Cruz, Lobato & 
Sifuentes dos Santos (2013). Também em PSRs com sabor de laranja, Caleguer, 
Toffoli & Benassi (2006) relataram AA de 4,3 a 20,9 mg.100 mL-1, o que se aproximou 
mais a este estudo principalmente a PSRs com sabor de maracujá. Comparado a suco 
fresco de laranja, que apresentaram em média 33,4 mg.100 mL-1  (SILVA et al., 2005), 
os PSRs apresentaram menos AA, enquanto que foram superiores ao encontrado em 
polpa congelada de maracujá amarelo, de 0,30 a 11,76 mg.100 g-1 (ALAMAR et al., 
2016) e em maracujá roxo fresco, o qual apresentou em média 20,01 mg.100 g-1 
(MANIWARA et al., 2014). 
 Através destes valores, foi estimada a IDR de ácido ascórbico nos PSRs em 
ambos os sabores, para crianças em idade pré-escolar e adultos, que apresentaram 
RNI de ácido ascórbico de 30 mg.dia-1 e 45 mg.dia-1, respectivamente (FAO/WHO, 
2004), sendo obtido que 9 marcas requeriram maior consumo do sabor de uva (1,3 a 
10,6 copos de 200 mL) que de maracujá (1 a 3,9 copos de 200 mL) para suprir tal 
necessidade, enquanto adultos requeriram de 1,9 a 16 copos do sabor de uva e de 
1,5 a 5,8 copos do sabor de maracujá, o que poderia estar correlacionado com os 
teores de ácido ascórbico adicionados aos refrescos de cada marca, e quantidades 
traço presente nas frutas uva e maracujá processadas para a produção de PSRs. 
 A IDR no sabor de maracujá dos PSRs para adultos assemelhou-se 
principalmente à IDR para PSRs de limão e laranja, que foi de 2,1 a 4 copos de 200 
mL (CRUZ, LOBATO & SIFUENTES DOS SANTOS, 2013). No entanto, segundo Silva 
et al. (2005), homens adultos necessitaram ingerir de 4 a 67 copos do sabor de laranja, 
pois fora considerada uma IDR de 90 mg.dia-1, quantidade superior à deste estudo. E 
em relação à % da IDR, a maioria das amostras estudadas também foi considerada 
fonte de ácido ascórbico para todos os grupos analisados, pois apresentaram de 3,1% 
a 49,4% da IDR dentre os grupos. 
 A fim de avaliar outros critérios de qualidade dos PSRs, foram avaliados a 
umidade e o pH das amostras. Embora não haja legislação controlando estas 
características de qualidade em PSRs, os valores obtidos são comparáveis com 
estudos prévios neste tipo de amostra e em outras. Observou-se que não houve 
diferença significativa entre sabores para os teores de umidade, mas sim entre 
replicatas de cada lote segundo seu desvio padrão, cuja umidade variou de 0,31 a 
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1,60% e 0,31 a 1,88% nos sabores de maracujá e uva, respectivamente. Por outro 
lado, o pH foi o que menos variou entre lotes do mesmo sabor, apresentando variância 
entre sabores da mesma marca mediante o teste de Tukey, e apresentou-se de 2,61 
a 3,02 para o sabor de maracujá e de 2,67 a 3,13 para uva, os quais foram próximos 
aos valores obtidos em PSRs no sabor de laranja por Silva et al. (2005) - de 2,42 a 
3,11 - e Caleguer, Toffoli & Benassi (2006) - de 2,5 a 3,2. Para este refresco no sabor 
de maracujá, Souza (2007) obteve valores semelhantes de umidade e pH ao deste 
estudo: de 0,36 a 0,96% de umidade e pH de 2,81 a 3,10.  
 Uma PCA analisou os resultados de AA, umidade e pH das amostras para 
verificar o comportamento das marcas, e obteve-se que as marcas A, B e D no sabor 
de maracujá eram mais úmidas que C, G, I e K neste sabor, as quais apresentavam 
mais ácido ascórbico, enquanto que os maiores valores de pH foram para as marcas 
F, H e L para o sabor de maracujá. Já no sabor de uva, A, B e E apresentaram mais 
ácido ascórbico, em oposição às marcas C, F, K e L, enquanto que G, H e I 
apresentaram mais umidade e B, D, E e J maiores valores de pH. Assim, foi possível 
distinguir-se os teores de ácido ascórbico e umidade, mas os valores de pH entre 
lotes, marcas e sabores assemelharam-se. 
 A análise de ácido ascórbico em alimentos faz parte da determinação do 
controle de qualidade dos mesmos, e suas técnicas tradicionais de análise costumam 
requerer tempo, uso e descarte de reagentes tóxicos, além de preparo de amostra. A 
análise por meio da espectroscopia no infravermelho próximo inova este cenário ao 
não requerer preparo de amostra, uso de reagentes nem tempo prolongado de 
análise, pois ela possibilita a criação de modelos de previsão de uma característica 
físico-química em um alimento para serem utilizados em análise de amostras 
desconhecidas. Para a construção destes modelos foi necessária quantidade de 
amostra representativa da variabilidade do teor de ácido ascórbico. Assim, foi obtido 
um modelo de previsão de AA para preparados sólidos no sabor de uva a partir de 
103 amostras. Foi construído um modelo com 88 amostras para calibração e 27 para 
validação externa, o que resultou em modelo de previsão com RMSEC de 0,49 mg.g-
1 (R²cal=0,84), RMSECV de 0,67 mg.g-1 (R²CV=0,70), RMSEP de 0,50 mg.g-1 
(R²pred=0,84), sensibilidade de 0,001 mg.g-1, inverso da sensibilidade analítica de 0,06 
mg.g-1, LD de 0,19 mg.g-1 e LQ de 0,59 mg.g-1. Para o modelo no sabor de maracujá 
utilizaram-se 80 amostras, sendo 55 amostras para calibração e 25 para validação 
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externa, com RMSEC de 0,24 mg.g-1 (R²cal =0,95), RMSECV de 0,56 mg.g-1 
(R²CV=0,76), RMSEP de 0,57 mg.g-1 (R²pred=0,72), sensibilidade de 0,001 mg.g-1, 
inverso da sensibilidade analítica de 0,09 mg.g-1, LD de 0,31 mg.g-1 e LQ de 0,95 mg.g-
1. E para verificar a predictabilidade do método, foram utilizadas 15 amostras não 
utilizadas previamente no modelo para uma previsão, que resultou em RMSEC de 
0,20 mg.g-1 (R²cal=0,97), RMSECV de 0,52 mg.g-1 (R²CV=0,81) e RMSEP de 0,62 mg.g-
1 (R²pred=0,72). Assim, houveram elevados coeficientes de determinação e baixos 
erros, cuja magnitude do erro de validação cruzada esteve próxima à do erro de 
previsão, além de ambos os modelos terem apresentado limites de detecção e de 
quantificação menores que 1,0 mg.g-1 e inferiores às concentrações de ácido 
ascórbico das amostras de previsão, adequadas sensibilidade, inverso da 
sensibilidade análitica e seletividade. Estes valores indicam que o método analítico foi 
sensível para detectar diferenças de ácido ascórbico inferiores a 0,1 mg.g-1 entre as 
amostras sem sofrer significativa influência de interferentes. Assim, estes modelos 
representam a acurácia da predictabilidade na determinação de ácido ascórbico 
utilizando uma alternativa limpa, rápida e eficiente comparada aos métodos 
tradicionais para determinação de ácido ascórbico em preparados sólidos para 
refresco nos sabores de uva e maracujá.  
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6. CONCLUSÃO GERAL 
 
A validação e determinação de ferro e zinco em preparados sólidos para 
refresco nos sabores de maracujá e uva via espectrometria por absorção atômica com 
chama demonstrou-se satisfatória segundo os parâmetros analisados, sendo a 
moagem das amostras essencial à precisão das determinações. Foi obtida uma 
diferença na concentração mineral entre lotes e marcas, e constatado que a maioria 
das amostras é uma fonte do mesmo. Ambos os sabores apresentaram 
concentrações de zinco e ferro similares àquelas relatadas em PSRs e outros 
alimentos, sendo inclusive maiores que a de alguns alimentos considerados fonte dos 
mesmos. Os PSRs foram considerados fontes destes nutrientes, e cumpriram a IDR 
para crianças em idade pré-escolar, mulheres e homens adultos.  
Em relação à bioacessibilidade de ferro e zinco nos PSRs em marcas 
comerciais, foi verificada maior variação nos valores de solubilidade e diálise de ferro 
do que de zinco, uma vez que foi considerada apenas uma marca para a análise de 
zinco. Os diferentes sabores não influenciaram significativamente nos resultados para 
a maioria das marcas. E os teores de ferro e zinco solúveis em água foram elevados 
em algumas amostras, mas, como esperado, diminuíram no ensaio de diálise. Na 
diluição em água para em leite também sofreram uma inibição de absorção, justificável 
pela possível complexação dos minerais por caseinofosfopeptídeos presentes no leite 
ou influência dos estabilizantes e espessantes adicionados a estas amostras. Assim, 
recomenda-se que futuros estudos avaliem estas hipósteses.  
Através da análise de PCA, as amostras cuja diálise de zinco foi maior 
revelaram a presença de maior teor de ácido ascórbico. Inversamente, as amostras 
que apresentaram maior solubilidade ou diálise de ferro continham os menores teores 
de ácido ascórbico dentre as analisadas para ferro. Uma possível justificativa à 
diferença de solubilidade e dialisabilidade de ferro e zinco é quanto à forma do mineral 
adicionado. Porém, apenas uma das marcas contendo ferro declarou a forma do 
mineral.  
O teor de ácido ascórbico determinado nas amostras foi superior ao rotulado 
nas mesmas. Uma análise de PCA discerniu quanto a maiores ou menores teores de 
ácido ascórbico entre os lotes de mesma marca de amostra em relação às variáveis 
pH, e umidade que elas apresentavam. 
106 
 
 
 
Além disto, a espectroscopia no infravemelho próximo, como uma alternativa 
limpa a métodos tradicionais de determinação de AA em alimentos, pois não requer o 
uso nem descarte de reagentes, além de ser mais rápida, uma vez que não necessita 
de preparo de amostra, foi associada ao método de referência utilizado para a 
determinação de ácido ascórbico. A finalidade deste estudo foi construir modelos 
validados para previsão de ácido ascórbico em PSRs, os quais apresentaram boa 
sensibilidade e seletividade, determinações acima dos limites de detecção e de 
quantificação, coeficiente de determinação siginifcativo, além de erros de calibração 
e de previsão baixos e em semelhante ordem de magnitude. Assim, estes modelos 
podem ser aplicados para o controle de ácido ascórbico dentro ou fora da linha de 
produção de PSRs nos sabores de uva e maracujá.   
 Desta forma, este estudo demonstrou que PSRs são uma fonte de ferro, zinco 
e ácido ascórbico, apresentam alta solubilidade de ferro e zinco quando diluídos em 
água, a qual, em sua maioria, diminui nos ensaios de diálise, além de demonstrarem 
maior perda de absorção quando são diluídos em leite, sendo, pois, recomendado o 
consumo destes produtos após diluição em água. Estes parâmetros compõem o 
estudo nutricional destes PSRs, e podem ser utilizados futuramente para modificação 
da sua formulação, como ao incluir maior teor de fruta desidratada nos mesmos e/ou 
compostos promotores da absorção dos minerais com que são fortificados, padronizar 
a forma do mineral adicionado a eles e diminuir o teor de açúcar presente neles para 
que o seu consumidor ingira um produto com melhor qualidade nutricional, por 
exemplo. Ademais, o seu teor de ácido ascórbico foi satisfatoriamente previsto via 
modelos de calibração multivariada, contribuindo para que indústrias acelerem e 
economizem no controle de qualidade de preparados sólidos para refresco, nos 
sabores de uva e maracujá, de forma eficaz, tanto na linha de produção quanto fora 
da mesma. 
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8. APÊNDICE  
 
APÊNDICE A 
 
(a) 
 
(b) 
 
Figure 8.1 - Digestion kinetics for: (a) Zn in the first DOE; (b) Fe in the first DOE; (c) Zn in the second 
DOE; (b) Fe in the second DOE. 
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 (conclusion) 
 
(c) 
 
(d) 
 
Figure 8.1 - Digestion kinetics for: (a) Zn in the first DOE; (b) Fe in the first DOE; (c) Zn in the second 
DOE; (b) Fe in the second DOE. 
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